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Einleitung 11. Einleitung
1.1. Biomaterialien im Knochenkontakt
Der Ersatz von entzündeten und nicht mehr funktionsfähigen Gelenken im Bereich von Hüfte und 
Knie durch Langzeitimplantate zählt mittlerweile zu Standardoperationen in der Orthopädie. In der 
klinischen Praxis werden dazu zwei generelle Techniken angewendet: die sogenannte „Einze-
mentierung“ mit Polymethylmethacrylat (PMMA), das im Körper polymerisiert, sowie die zement-
freie Implantation. Die Verwendung des PMMA führt zu einer sofortigen festen Verankerung des 
Implantates im Knochengewebe. In Fällen, bei denen solche zementierten Prothesen erneuert 
werden müssen, erweist sich die Anwesenheit der PMMA-Partikel als unvorteilhaft, da sie meist 
nicht restlos entfernt werden können und so oftmals zu entzündlichen Prozessen führen. Weiter-
hin erfordert die Entfernung des Implantates mit der Knochenzementummantelung einen hohen 
Verlust an Knochensubstanz. Bei jüngeren Patienten wird daher als Alternative die zementfreie 
Operationstechnik bevorzugt. Ein weiteres Anwendungsgebiet der zementfreien Operationstech-
nik besteht im Einbau von metallischen Implantaten in den Kiefer, als Verankerung von künstli-
chen Zähnen.
Folgende generelle Anforderungen werden dabei an die einzusetzenden Materialien, die entspre-
chend ihrem Verwendungszweck mit dem Oberbegriff Biomaterialien bezeichnet werden, gestellt: 
• Biokompatibilität1,
• Bioadhäsion (z.B. Osseointegration2),
• Biofunktionalität (mechanische Anforderungen, Elastizitätsmodul),
• gute Verarbeitbarkeit,
• Verfügbarkeit.
Aufgrund der günstigen Kombination von mechanischen und physikalisch chemischen Eigen-
schaften werden als Implantatmaterial im Knochenkontakt zunehmend Titan und dessen Legie-
rungen eingesetzt [BRÅNEMARK ET AL., 1983; SEMLITSCH & WEBER, 1992; WILLIAMS, 1981]. Erste 
klinische Anwendungen gehen auf das Jahr 1951 zurück [LAING, 1979].
Neben den Volumeneigenschaften ist die Funktionalität der Implantate in hohem Maße abhängig 
von den Oberflächeneigenschaften der Materialien. Die Körperreaktion wird im Wesentlichen 
durch die Prozesse, die an der Grenzfläche Implantatoberfläche/Umgebungsgewebe ablaufen, 
bestimmt. 
Die wichtigsten Faktoren, die den Implantationserfolg beeinflussen, sind in Abb. 1 dargestellt. 
1. Gemäß der im Rahmen der Chester Consensus Conference von1986 vereinbarten Definition versteht man unter Bio-
kompatibilität die Fähigkeit eines Materials, in einer spezifischen Anwendung eine akzeptable Gewebereaktion zu 
bewirken [WILLIAMS, 1987]. Im klinischen Sprachgebrauch wird dagegen unter diesem Begriff i.d.R. eine ausbleibende 
bzw. minimale Gewebereaktion in Hinsicht entzündlicher Prozesse verstanden. 
2. Unter Osseointegration wird im allgemeinen die direkte Anbindung der Implantatoberfläche an das umgebende Kno-
chengewebe ohne Bindegewebszwischenschicht verstanden, die sich im Optimalfall in einem vollständigen Knochen-
kontakt äußert. Dieser Knochenkontakt führt zu einer festen Verankerung des Implantates und bleibt auch unter 
mechanischer Belastung erhalten [ALBREKTSSON & JOHANSSON, 2001].
Einleitung 2 Abb. 1: Oberflächenfaktoren, die den Implantationserfolg beeinflussen [nach BOYAN ET AL., 2001]
Obwohl zahlreiche Untersuchungen der letzten Jahrzehnte auf die Untersuchung diverser Ober-
flächeneigenschaften und deren Auswirkungen in biologischer Hinsicht fokussiert wurden, sind
die komplexen Mechanismen der Körperreaktion noch vielfach unverstanden. Unklar ist ebenfalls,
inwieweit bestimmte in vitro-Reaktionen klinisch relevant sind [VÖRÖS ET AL., 2001]. Als entschei-
dende Parameter, die Oberflächen charakterisieren, gelten:
• chemische Zusammensetzung (Oberflächenchemie),
• Struktur,
• Morphologie,
• Oberflächenenergie,
• elektrische und magnetische Eigenschaften,
• optische Eigenschaften,
• Mechanik (Elastizität und Plastizität der Oberflächenschicht),
wobei der Morphologie sowie der chemischen Zusammensetzung und eng damit zusammenhän-
gend der Oberflächenenergie bisher die meiste Aufmerksamkeit gewidmet wurde. 
Neueren Erkenntnissen zufolge bestehen die ersten Prozesse, die an der Grenzfläche Implantat-
oberfläche/Umgebungsgewebe im Zeitraum von wenigen Sekunden ablaufen, aus der Adsorption
von Ionen, Proteinen, Lipiden und Proteoglykanen [BOYAN ET AL., 2001; MEYER ET AL., 1988]. Erst
zu einem deutlich späteren Zeitpunkt (1 bis 2 Stunden) adhärieren Zellen an den konditionierten
Oberflächen. Bei der Etablierung von in vitro-Systemen erfolgt in der Regel ebenfalls kein direkter
Kontakt von Zellen mit der Substratoberfläche, da üblicherweise das Zellkulturmedium mit Serum-
proteinen supplementiert ist.
Über einen langen Zeitraum wurden jedoch die Oberflächeneigenschaften unmittelbar mit der bio-
logischen Antwort in vitro anhand von Zellkulturtests bzw. in vivo durch Auswertung von Tierver-
Makrotopographie Mikrotopographie Oberflächenchemie
Primäre
Fixierung
Kraftauf-
nahme
Primäre
Fixierung
Annäherung
von Knochen
und Implantat
Zellregulation Zellregulation
Knochenneubildung
Implantationserfolg
Einleitung 3suchen beurteilt. So wurden z.B. stimulatorische Aspekte auf Zellen bedingt durch die Morpho-
logie der Implantatoberflächen in unterschiedlichen Dimensionsbereichen vom nm- bis zum mm-
Maßstab beobachtet [u.a. BOYAN ET AL., 2001; BOWERS ET AL., 1992; CHEHROUDI ET AL.,1989; 
CHOU ET AL., 1995 und 1998, ONG ET AL., 1997; SCHWARTZ ET AL., 1996 und 1997]. In vivo konnten 
Verbesserungen der Primärstabilität durch Verzahnung mit dem umgebenden Knochengewebe 
durch Erzeugung strukturierter Oberflächen erzielt werden. Dabei wurden verschiedene Techni-
ken angewandt, u.a. Strahlen oder Spritztechniken, nasschemische Methoden im µm- bis subµm-
Bereich [WIELAND ET AL., 2000; SITTIG ET AL., 1999; KIESWETTER ET AL., 1996]. Porengrößen bzw. 
Strukturen im Bereich von 100 bis 500 µm erwiesen sich als besonders bedeutsam für die Aus-
bildung eines festen Knochenkontaktes [RATNER, 2001]. Da der morphologische Einfluss im Rah-
men dieser Arbeit nicht im Vordergrund steht, sei für weitergehende Betrachtungen auf die sehr 
umfangreiche Literatur verwiesen. Ein guter Überblick, der auch die verschiedenen Mechanismen 
ausgehend von der rein mechanischen Verankerung (µm- bis mm-Bereich) über Kontrolle der 
Fremdkörperreaktion und Vaskularisierung bis hin zur Beeinflussung von Oberflächenenergien 
(nm-Bereich) aufgreift, ist in einem Review von ELLINGSEN (1998) erhältlich. 
Ein zweiter wesentlicher Aspekt, der im Mittelpunkt zahlreicher Studien stand, ist der Einfluss der 
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Oberflächen. Das Benetzungsverhalten und daraus 
abgeleitet die Oberflächenenergie (auf weiterführende methodische Hintergründe wird in Ab-
schnitt 3.5.2. eingegangen) wurde als entscheidender Parameter für die Beurteilung der Biokom-
patibilität herangezogen [HALLAB ET AL., 2001; LAM ET AL., 1995; VAN KOOTEN ET AL., 1992]. Eine 
minimale Adhärenz von Zellen wurde von BRUNETTE (1988) für einen kritischen Bereich von 20 
bis 30 mN/m² festgestellt. NORDE (1986) dagegen belegte, dass nicht die totale Energie, sondern 
vielmehr das Verhältnis von polarem zu dispersem Anteil entscheidend ist. Es wurde festgestellt, 
dass sich ein Verhältnis von 1:1 besonders günstig auf die Erhaltung der biologischen Aktivität der 
adsorbierten Proteine auswirkt.
Im Ergebnis der inzwischen allgemein akzeptierten Erkenntnis, dass Zellen keine unmittelbare 
Wechselwirkung mit der Materialoberfläche eingehen, sondern über spezifische Sequenzen von 
Proteinen der extrazellulären Matrix (EZM) u.a. durch Integrine vermittelt adherieren [AKIYAMA ET 
AL., 1994; HYNES ET AL., 1992; PALACEK ET AL.,1997; SINHA & TUAN, 1996], sind in den letzten Jah-
ren vermehrt Untersuchungen zum Adsorptionsverhalten von Proteinen in Abhängigkeit von den 
Oberflächeneigenschaften ins Blickfeld gerückt. So genügen bereits kurzzeitige Kontakte (ca. 5 s) 
mit Blut für eine Adsorption von Serumproteinen (u.a. Albumin, Fibrinogen, Komplementproteine: 
C1q, C3, Prothrombin) an Titanoberflächen [NYGREN ET AL., 1997; ELLINGSEN, 1991; KOTHARI ET 
AL., 1995]. Dieser initiale Blutkontakt, der zur Adsorption von Ionen und Proteinen führt, bestimmt 
im Wesentlichen die weiteren Prozesse u.a. die Zelladhäsion sowie entzündliche Reaktionen 
[YONGLI ET AL., 1999; RATNER, 2001; TENGVALL, 2001]. So wird der Adsorption von Fibrinogen die 
Aktivierung von Blutplättchen und daraus folgend die Initiierung von entzündlichen Reaktionen zu-
Einleitung 4geschrieben [YONGLI ET AL., 1999]. Serumalbumin dagegen vermindert die Adhärenz von Zellen 
[DEWEZ ET AL., 1999]. Als ein einflussbestimmender Faktor wurde von einigen Autoren die men-
genmäßige Verteilung der adsorbierenden Proteine auf die Adhäsion der Zellen herausgearbeitet. 
Die Art und Anzahl der adhärierenden Zellen wirkt sich wiederum auf die nachfolgenden Prozesse 
wie Proliferation, Differenzierung, Freisetzung von lokalen Faktoren etc. aus [BOYAN ET AL., 2001; 
XIAO ET AL., 2001]. Vielfach wird über die Auswirkungen von Konformationsänderungen der adsor-
bierenden Proteine spekuliert. Die Tatsache, dass bedingt durch den Adsorptionsprozess mehr 
oder weniger gravierende Konformationsänderungen auftreten können, ist unbestritten (siehe 
auch Abschnitt 1.4.). Dahingegen sind konkrete Untersuchungen, die die Folgen solcher Konfor-
mationsänderungen beleuchten, relativ rar. GARCIA ET AL. (1999) zeigten, dass infolge von sub-
stratabhängigen Änderungen im Konformationsszustand von Fibronektin Myoblasten entweder 
verstärkt proliferierten oder differenzierten, vermittelt durch die veränderte Bindung von Integrin-
subeinheiten. 
Entsprechend der Bedeutung der initialen Prozesse sind Bemühungen naheliegend, die entweder 
auf eine Veränderung der Oberflächenchemie auf physikalisch-chemischem Wege (u.a. Ätzen, 
Hitze- bzw. Plasmabehandlung, elektrochemisch gestützte Modifizierungen der Oxidschicht, Ab-
scheidung von anorganischen Komponenten insbesondere von Calciumphosphatphasen, etc.3) 
oder direkt auf Modifizierungen mit biologischen Substanzen wie Proteinen, Peptiden oder Pep-
tidsequenzen ausgerichtet sind. Durch die erste Variante wird eine Veränderung der Zusammen-
setzung des initial adsorbierenden Ionen-Protein-Lipid-Gemisches bewirkt [BAIER ET AL., 1988; 
SWART ET AL., 1992; WINDELER ET AL., 1991], während der zweite Schwerpunkt die direkte Beein-
flussung von Zelladhäsionsprozessen sowie der daran anschließenden Proliferation und Differen-
zierung anvisiert.
Durch Immobilisierung von Laminin konnte beispielsweise eine bevorzugte Adhäsion von Epithel-
zellen erreicht werden, während Fibronektin die Adhärenz von mesenchymalen Zellen förderte 
[TERRANOVA ET AL., 1986]. Oberflächenmodifizierungen mit „abgerüsteten“ Molekülen, d.h. spezi-
fischen Aminosäuresequenzen, insbesondere der RGD-Sequenz [REZANIA ET AL., 1997; ROBERTS
ET AL., 1998], fokussieren ausschließlich auf eine verbesserte Zelladhäsion.
Zur Immobilisierung von spezifischen Molekülen werden zum gegenwärtigen Zeitpunkt im We-
sentlichen zwei Grundprinzipien genutzt, die rein adsorptive Wechselwirkung und die kovalente 
Anbindung. Aufbauend auf einer biologisierten Grundschicht können weiterhin spezifische biolo-
gische Bindungsmechanismen angewendet werden, z.B. für die Ankopplung von Wachstumsfak-
toren an Proteine der extrazellulären Matrix [PIEPER ET AL., 2002]. Auf die Prozesse, die für den 
Verlauf sowie die Konsequenzen der Proteinadsorption an Oberflächen relevant sind, wird in Ab-
schnitt 1.4. näher eingegangen.
3. Ein umfassender Überblick über verschiedene physikalisch-chemische Methoden zur Oberflächenmodifizerung von 
Titan und dessen Legierungen ist in BRUNETTE ET AL. (2001) zugänglich. 
Einleitung 51.2. Titan
1.2.1. Struktur und Eigenschaften
Titan zählt zu den Übergangsmetallen, die durch teilweise gefüllte d-Schalen charakterisiert sind. 
Bedingt durch die Elektronenkonfiguration (3d2, 4s2) hat Titan eine hohe Tendenz stabile Oxide, 
Nitride und Carbide zu bilden. Bei Raumtemperatur weist Reintitan (c.p.-Titan) eine hexagonale 
Kristallstruktur auf. 
In Abhängigkeit vom Sauerstoffgehalt werden die Grade 1 bis 4 (DIN 17850 bzw. ASTM F 67) un-
terteilt. Durch Variation der Sauerstoffgehalte von 0,12 bis zu 0,35 Masse-% wird sowohl die Härte 
als auch die Zugfestigkeit beeinflusst [BREME ET AL., 1998]. Für mechanisch stark belastete Im-
plantate sind die erreichbaren mechanischen Kennwerte des Titans jedoch unzureichend, für die-
se Anwendungen erfolgt die Nutzung von Titanlegierungen – insbesondere von TiAl6V4.
1.2.2. Bildung und Eigenschaften der Passivschicht
Die herausragenden Eigenschaften des Titans und seiner Legierungen bezüglich der Biokompa-
tibilität und insbesondere der Korrosionsbeständigkeit beruhen vor allem auf den physikochemi-
schen Eigenschaften der Passivschicht [SCHMIDT, 1992; THULL, 1998; LAUSMAA ET AL., 1990]. 
Dabei handelt es sich um ein fehlgeordnetes Titanoxid der allgemeinen Formel Ti1+xO2, das n-
halbleitende Eigenschaften aufweist. Die Luftpassivschicht auf Titan bildet sich spontan4 unter 
normalen atmosphärischen Bedingungen mit einer Dicke von ca. 3 nm bei polierten Schichten 
[SCHARNWEBER, 2002]. Andere Autoren beschreiben für reale Implantatoberflächen Schichtdicken 
von 3 bis 7 nm [SITTIG ET AL., 1999; TEXTOR ET AL., 2001], wobei die Schichtdicke durch die Vor-
behandlung der Oberflächen beeinflusst wird [HANAWA & OTA, 1992; LAUSMAA ET AL., 1990b]. 
Durch verschiedene für Implantatmaterialien relevante Behandlungen (Passivierung mit 30 %iger 
Salpetersäure, Hitzesterilisation, Lagerung in simulierter Körperflüssigkeit) kann sich die Oxid-
schichtdicke ändern [HANAWA ET AL., 1998; LAUSMAA ET AL., 1990; KILPADI ET AL., 1998]. Nach der 
Implantation können weitere Veränderungen der Oxidschicht im Körper erfolgen. Diese führen oft 
zu Oxidschichtwachstum mit beträchtlichen Schichtdicken nach 6 bis 8 Jahren [KASEMO & LAUS-
MAA, 1986]. Ebenso wurden aber auch Verringerungen der Passivschichtdicke an Implantaten be-
obachtet, die aufgrund chronischer Entzündungsreaktionen entfernt werden mussten [ARYS ET 
AL., 1998]. Infolge der Aktivierung von Makrophagen werden radikalische Sauerstoffspezies (u.a. 
O2-) gebildet, die dann innerzellulär in stabileres H2O2 umgewandelt werden, welches aufgrund 
seiner Permeabilität die Titanoberfläche erreichen kann. Dabei kann es die Oxidschicht angreifen 
und auflösen [PAN ET AL., 1998]. Als möglicher Mechanismus wurde von MU ET AL. (2000) vorge-
schlagen, dass an den von den Makrophagen bedeckten Flächen, durch den langsamen Medien-
austausch bedingt, keine Repassivierung erfolgt, so dass Spaltkorrosion auftritt. Bei Angriff von 
4. Das Standardelektrodenpotential einer Oxidelektrode Ti/TiO2 beträgt -1,19 VSCE gegenüber -1,87 VSCE für  Ti/Ti2+.
Einleitung 6H2O2 konnte von PAN ET AL. (1998) jedoch auch ein Oxidschichtwachstum infolge von Repassi-
vierung festgestellt werden, wodurch eine verbesserte Korrosionsbeständigkeit erreicht wurde. In 
gleichem Zuge wurde ein Calcium- und Phosphationeneinbau in die Oberfläche beobachtet, wo-
durch z.T. hydroxylapatitähnliche Abscheidungen an der Oberfläche begünstigt wurden. Weiter-
hin wird durch die H2O2-Einwirkung eine Vielzahl von Hydroxylgruppen generiert, die wiederum 
die Bildung von Hydroxylapatit fördern. Dementsprechend weisen die Oberflächen laut PAN ET AL. 
(1998) neben der guten Biokompatibilität auch ein gewisses bioaktives Potenzial5 auf.
Durch die festgestellte Freisetzung von Partikeln (Abrieb) oder Ionen (u.a. durch oben erwähnte 
entzündliche Prozesse) ins Umgebungsgewebe besteht die Gefahr cytotoxischer Auswirkungen 
[YAMAMOTO ET AL., 1998] oder allergischer Reaktionen [MITCHELL ET AL.,1990].
Zu den wichtigen Kenngrößen bei der Beurteilung der Biokompatibilität zählen das Flachbandpo-
tential UFB sowie die Defektdichte Nd. Veränderungen des Flachbandpotenzials wurden nach Be-
handlung unter verschiedenen oxidierenden Bedingungen erzielt [TORRESI ET AL., 1987; OHTSUKA
& OTSUKI, 1998]. Die Potentialdifferenz zwischen dem Flachbandpotential der in dieser Arbeit zu 
untersuchenden Luftpassivschicht auf c.p.-Titan (- 49 ± 14 mVSCE in 0,133 M Phosphatpuffer, pH 
7,4, vgl. SCHARNWEBER (2002)) und dem normalem Redoxpotential biologischer Systeme (350 bis 
550 mVSCE vgl. VELTEN ET AL. (2002)) ist ein Maß für die Ausbildung einer oberflächennahen Ver-
armungsschicht im n-halbleitenden Oxid. Der markante Unterschied in den Potenzialen lässt dar-
auf schließen, dass Elektronentransferprozesse erschwert sind [SCHARNWEBER, 2002]. Von Inter-
esse ist diese Tatsache in bezug auf mögliche negative Veränderungen adsorbierter Proteine. 
Aufgrund der unter physiologischen Bedingungen vorliegenden Ionenleitung [SCHARNWEBER, 
1998; THULL, 1998], kann davon ausgegangen werden, dass von der Metalloberfläche unterstütz-
te Redoxprozesse nicht ablaufen können, eine Eigenschaft, die sich positiv auf die Biokompatibi-
lität auswirken sollte. 
Aus einer Reihe von Photoelektronenspektroskopie-Untersuchungen (XPS) folgt, dass die chemi-
sche Zusammensetzung der Passivschicht vor allem auf TiO2 basiert. Daneben sind im Bereich 
der Phasengrenze Metall/Oxid Ti(II) bzw. Ti(III)-Ionen nachweisbar [LAUSMAA ET AL., 1990; HANA-
WA & OTA, 1992; PAN, 1996; KIPALDI ET AL., 1998]. Anhand von ramanspektroskopischen Unter-
suchungen konnte festgestellt werden, dass die sich bildende Luftpassivschicht eine amorphe 
Struktur aufweist [SCHARNWEBER, 2002].
Durch Einsatz einer Reihe von Methoden (thermische Desorption, potentiometrische Titration, 
XPS) wurde die Anbindung von Wasser in Form von verschiedenen Spezies detektiert. Von TEX-
TOR ET AL. (2001) wurde in Auswertung der Versuche verschiedenster Autoren folgende Vertei-
lung herausgearbeitet:
 
5. Unter Bioaktivität bzw. dem bioaktiven Potenzial wird die Eigenschaft einer Oberfläche verstanden, aktiv in die Pro-
zessse der Körperantwort einzugreifen.
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tion chemisorptiv gebundenen Wassers an Ti2+-Kationen koordiniert sind,
• chemisorptiv gebundenes Wasser (undissoziiert) mit ca. 2 - 3 H2O/nm², ebenfalls koordiniert 
an Ti2+-Kationen,
• locker, physisorptiv gebundene Wassermoleküle, als Mono- oder Multilayer in Abhängigkeit 
von der Feuchtigkeit und der Temperatur. 
BOEHM ET AL. (1971) entwarfen in den 70-er Jahren ein vielzitiertes Modell zur Oberflächenchemie 
von kristallinen Titanoxidoberflächen. Demgemäß trägt die Anatasoberfläche (001-Oberfläche) 
zwei unterschiedliche Typen von OH-Gruppen: die doppelt koordinierte OH-Gruppe (in bezug auf 
die Ti2+-Ionen) mit saurem (pKs = 2,9) und die einfach koordinierte OH-Gruppe mit basischem 
Charakter (pKs = 12,7). Da aus Literaturdaten bekannt ist, dass beide OH-Gruppen in nahezu glei-
cher Anzahl vorkommen [FLAIG-BAUMANN ET AL., 1970], sollte sich ein theoretischer isoelektri-
scher Punkt (IEP) von 7,8 ergeben, der jedoch deutlich über allen bisher gemessenen IEPs von 
Titanoxidpulvern liegt. HIEMSTRA ET AL. (1996) führten dagegen Berechnungen durch, die auf Pau-
lings Valenzbindungsprinzip basieren und in dem sogenannten CD-MUSIC-Modell (charge distri-
bution multisite complexation) resultieren: Der Sauerstoff liegt in kristallinem Titanoxid (Anatas, 
Rutil) dreifach koordiniert vor, während er an der Oberfläche eine geringere Koordiniation auf-
weist. Diese fehlende Ladung kann durch Bildung von Oberflächenkomplexen (Ti2O(H)) oder 
(TiOH(H)) kompensiert werden. Durch unterschiedliche Ti-O-Bindungslängen im Kristallgitter er-
geben sich je zwei verschiedene Oberflächenzustände mit verschiedenen pKs-Werten (einfach 
koordiniert: 6,3 und 7,2 (Anatas), 6,1 und 7,5 (Rutil); doppelt koordiniert: 4,7 und 5,6 (Anatas), 4,4 
und 5,8 (Rutil)). Unter Berücksichtigung der vorkommenden Scherflächen an kristallinen Oberflä-
chen ergeben sich für beide Kristallmodifikationen Nullladungspunkte (PZC) von jeweils 5,9, die 
mit experimentellen Daten gut übereinstimmen. Aus beiden Modellen wird für die Oberfläche ein 
amphoteres Verhalten abgeleitet. Für die amorphen Luftpassivschichten können sich jedoch ab-
weichende Resultate ergeben, da im Vergleich zu kristallinen Oberflächen, deren Eigenschaften 
durch diskrete Kristallflächen bestimmt werden, eine weitgehend homogene, auf Nahordnungsef-
fekten beruhende Situation vorliegt.
1.2.3. Vergleich c.p.-Titan - Titanlegierung (TiAl6V4)
Da für viele Implantatanwendungen anstelle des Titans aufgrund der erforderlichen mechani-
schen Kennwerte Titanlegierungen eingesetzt werden, besteht die Fragestellung, ob die Oberflä-
cheneigenschaften, welche die Wechselwirkung mit Ionen, Proteinen und letztlich die zelluläre 
Reaktion beeinflussen, identisch bzw. vergleichbar sind. Im Fall der Titanlegierung dominiert in 
der oberflächlichen Schicht ebenfalls Titandioxid [KELLER ET AL., 1994], daneben kann Aluminium 
nachgewiesen werden, welches in der oxidierten Form vorliegt [SITTIG ET AL., 1999]. Neben einer 
minimal dickeren Oxidschicht auf der Titanlegierung konnten keine weiteren signifikanten Unter-
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sungen ermittelt werden [KELLER ET AL., 1994]. Diese Übereinstimmung der Ergebnisse setzte 
sich ebenfalls in in vitro-Untersuchungen zur Adhäsion und Morphologie von Rattencalvariazellen 
fort [KELLER ET AL., 1994]. RÖßLER ET AL. (2002) zeigten an den in dieser Arbeit eingesetzten 
Oberflächen, dass der IEP der Titanlegierung (4,5 ± 0,1) nur minimal über dem von c.p.-Titan (4,3 
± 0,1) liegt. Das in der Oxidschicht vorhandene Al2O3 (IEP: ca. 9,2) übt offensichtlich keinen si-
gnifikanten Einfluss auf die Lage des IEPs aus [RÖßLER ET AL., 2002]. 
1.3. Kollagen
Kollagen zählt zu den Hauptbestandteilen der organischen Matrix des menschlichen Körpers. Es 
tritt schon im Stadium der embryonalen Entwicklung in der Phase der beginnenden Strukturdiffe-
renzierung auf. In der weiteren Entwicklung ist es verantwortlich für die funktionale Integrität von 
Geweben wie Knochen, Knorpel und Haut und leistet einen Beitrag für die strukturelle Anordnung 
von Blutgefäßen und den meisten Organen. Den intrazellulären Prozessen der Kollagensynthese 
folgt eine extrazelluläre Selbstaggregation (self-assembly) zu Fibrillen und Fasern.
In menschlichem Gewebe sind verschiedene Typen von Kollagen klassifiziert worden. Zum ge-
genwärtigen Zeitpunkt sind 25 Typen identifiziert [DEYL ET AL., 2003]. Man unterscheidet vor allem 
die fibrillenbildenden (I, II, III, V, XI, XIV), die netzwerkbildenden (IV, VII) sowie die fibrillenasso-
zierten (IX, XII, XIV, XVI, XIX - XXI) Kollagentypen. Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht das 
Kollagen I, welches den Hauptbestandteil der organischen Knochenmatrix ausmacht.
1.3.1. Molekulare Struktur
Die monomere Grundeinheit - das Tropokollagen - besteht aus drei Polypeptidketten (zwei α1-
Ketten, eine α2-Kette, Sequenz siehe Abschnitt 9.2.). Die Polypeptidketten weisen eine sich re-
gelmäßig wiederholende Sequenz Gly-X-Y auf, wobei X häufig mit Prolin und Y häufig mit Hydro-
xyprolin besetzt ist [NIMNI, 1988]. Dieses Grundmuster bedingt eine tripelhelicale Anordnung der 
einzelnen ebenfalls helicalen Ketten. Nicht helical liegen dagegen die Telopeptide vor. Sie umfas-
sen am N-terminalen Ende 18 (α1) bzw. 11 (α2)  Aminosäuren und am C-terminalen Ende 26 (α1) 
bzw. 15 (α2) Aminosäuren. Den Telopeptiden kommt entscheidende Bedeutung bei der Steue-
rung der Fibrillenbildung sowie der intermolekularen Vernetzung zu. Tropokollagen hat ein Mole-
kulargewicht von 285 kDa und kann vereinfacht als Zylinder mit 300 nm Länge und einem 
Durchmesser von 1,5 nm betrachtet werden.
Die einzelnen helicalen Ketten weisen eine Ganghöhe von 3,2 Aminosäuren pro Windung auf. Die 
übergeordnete tripelhelicale Struktur besitzt 10 Gly-X-Y-einheiten pro Windung mit einer Ganghö-
he von 8,61 nm. Die Ketten sind sehr stark gestreckt und erlauben keine Wasserstoffbrückenbin-
dungen innerhalb einer Kette, sondern ausschließlich zwischen den drei Helices.
Einleitung 91.3.2. Thermodynamische Stabilität der Tripelhelix
Bei Erhitzen von Kollagen und kollagenähnlichen Polytripeptiden durchlaufen diese eine Um-
wandlung von der tripelhelicalen Form zu ungeordneten Knäueln der einzelnen Ketten innerhalb 
eines kleinen Temperaturbereiches. Der Mittelpunkt dieses Übergangsbereiches wird als 
Schmelztemperatur (Tm) definiert, welche von der Aminosäurezusammensetzung sowie dem 
Quervernetzungsgrad abhängig ist. Tm liegt für verschiedene Spezies im Bereich von 5 °C bis 
52 °C [NEMETHY, 1988]. Ein vergleichbarer Übergang erfolgt während des langsamen Erwärmens 
von Fibrillen. Sie durchlaufen eine Schrumpfung um bis zu einem Drittel ihrer Länge. Die 
Schrumpfungstemperatur (Ts, Mittelpunkt des Übergangs) ist proportional zur Schmelztempera-
tur und liegt etwa 20 - 35 grd höher als die Schmelztemperatur.
1.3.3. Biosynthese des Kollagens und Struktur von nativen Fibrillen
Das Tropokollagenmolekül wird zunächst als Prokollagen synthetisiert (Abb. 2). Dabei erfolgen 
innerzellulär die tripelhelicale Anordnung der Prokollagenketten, die Hydroxylierung des Prolins 
sowie die Glykosylierung.  
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 Abb. 2: Prokollagen I, nach KREIS & VALE (1999)
Nach der Sekretion aus der Zelle werden die Registerpeptide durch spezifische Prokollagenpep-
tidasen abgespalten. Anschließend beginnt der Prozess der in vivo Fibrillogenese, welcher noch 
nicht vollständig aufgeklärt ist. 
Offensichtlich existiert Kollagen nicht als Monomer im extrazellulären Raum, sondern aggregiert 
zu Mikrofibrillen bzw. Fibrillen, bevor es die Zelloberfläche verläßt. Autoradiographische Studien 
zeigten, dass die Matrixablagerung sehr nahe an der Zelloberfläche erfolgt [WEINSTOCK & 
LEBLOND, 1974]. Verschiedene Untersuchungen belegen, dass in vivo der Durchmesser der Fi-
Einleitung 10brillen und ihre Orientierung durch assoziierte Matrixkomponenten (Proteoglykane, Glycosamine, 
Glycoproteine) beeinflusst wird und auf diese Weise gesteuert werden könnte.
Ungeklärt ist bisher die exakte dreidimensionale Anordnung der Tropokollagenmoleküle innerhalb 
der Fibrillen. Es besteht die generelle Übereinstimmung, dass die axiale Ausrichtung durch eine 
versetzte Anordnung von benachbarten Tropokollagenmolekülen in ganzzahligen Vielfachen der 
Periode D (ca. 67 nm) erfolgt. Die Länge der individuellen Kollagenmoleküle entspricht 4,4 D. Auf-
grund der nichtintegralen Beziehung zwischen der Moleküllänge und der Periodizität wurde ein 
auf HODGE & PETRUSKA (1963) zurückgehendes Modell entworfen (Abb. 3), in dem Bereiche mit 
je fünf benachbarten Molekülen (Overlapzone) mit Bereichen von vier Molekülen (Gapzone) alter-
nieren [Hulmes et al., 1995].
 Abb. 3: gestaffelte Anordnung von Kollagenmonomeren im Querschnitt, Darstellung basierend auf 
den Theorien von HODGE & PETRUSKA (1963)
Dieses Modell ist konsistent mit der typischen Querstreifung von Kollagenfibrillen in elektronen-
mikroskopischen bzw. atomkraftmikroskopischen Aufnahmen. Für die laterale Anordnung exi-
stiert bislang kein allgemein akzeptiertes Modell. Im Wesentlichen bestehen zwei verschiedene 
Grundmodelle (Abb. 4), die entweder von einer quasihexagonalen Anordnung der einzelnen Mo-
leküle mit gleichmäßigen Abständen (Abb. 4a) ausgehen [HULMES & MILLER, 1979; HULMES ET AL., 
1995], oder die als Grundeinheit mikrofibrilläre Strukturen (Abb. 4b) annehmen [SMITH, 1968; FRA-
SER ET AL., 1983], in denen molekulare Abstände zyklisch auftreten.
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 Abb. 4: Modelle der dreidimensionalen Kollagenanordnung (Querschnitt): 
a) radiales Schichtmodell nach HULMES ET AL. (1995) : Die Zahlen 1 - 5 bezeichnen das jeweilig 
angeschnittene Segment D, entsprechend der in z-Richtung gestaffelt angeordneten Kolla-
genmoleküle. 
b) Mikrofibrillenmodell nach SMITH (1968)
Aus Röntgenbeugungsunteruchungen resultiert die Annahme einer triklinen Elementarzelle mit 
Gitterabständen von 3,8 und 2,6 nm [HULMES & MILLER, 1979; FRASER ET AL., 1983]. HULMES ET 
AL. (1995) verfeinerten das Schichtmodell, um den Anteil diffuser Streuung in den Spektren zu er-
klären. Sie berechneten ein radiales Modell, bestehend aus wechselnden Schichten von streng 
regelmäßiger quasihexagonaler Anordnung innerhalb der Overlapzone, die durch Quervernet-
zungen stabilisiert ist, und ungeordneten Bereichen in der Gapzone. 
Dagegen führten WESS ET AL. (1998) die diffuse Streuung auf generell vorhandene nichtkristalline 
Kollagenfibrillen zurück und passten ihr Modell an hintergrundreduzierte Spektren an. Die Autoren 
entwickelten ein Modell ausgehend von komprimierten pentagonalen Mikrofibrillen in triklinen Ele-
mentarzellen, wobei die zusammengehörenden Kollagenmoleküle nicht in einer Elementarzelle 
liegen. Zwischen den Ebenen in axialer Richtung erfolgt im Bereich der Gapzone eine Verdre-
hung, so dass eine Zuordnung zu neuen Gitterpositionen erfolgt (Abb. 5c). Ihren Berechnungen 
zufolge ragen die Telopeptide aus der axialen Anordnung heraus (Abb. 5b) und ermöglichen ko-
valente Wechselwirkungen zu anderen Mikrofibrillen, die den Zusammenhalt innerhalb der Fibril-
len stärken. 
Die Anordnung der Mikrofibrille selbst führt zu einer weiteren Stabilisierung der linksgewundenen 
α-Helices über rechtsgewundene Tripelhelizes zu einer wiederum linksgewundenen übergeord-
neten Struktur.
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 Abb. 5: a) laterales Packungsmuster für optimierte Elementarzelle 
b) molekulare Zusammengehörigkeit innerhalb einer Mikrofibrille 
c) molekularer Weg eines Kollagenmoleküls in der uv-Ebene  
Die Zahlen 1 - 5 bezeichnen das jeweilig angeschnittene Segment D, entsprechend der in z-
Richtung gestaffelt angeordneten Kollagenmoleküle. (aus WESS ET AL. (1998))
1.3.4. Quervernetzung
Im Anschluss an die in vivo-Fibrillogenese kommt es zu einer Stabilisierung der Struktur infolge 
von intra- und intermolekularen Quervernetzungen. Das Ausmaß der Quervernetzungen eines 
Gewebes steigt dabei mit zunehmenden Alter des Lebewesens. Da in dieser Arbeit säurelösli-
ches, aus Jungtieren gewonnenes Kollagen eingesetzt wird, soll auf die Thematik der Querver-
netzung nur kurz eingegangen werden. Der Ablauf dieses Prozesses umfasst drei wesentliche 
Reaktionsschritte:
• die enzymatische oxidative Desaminierung von spezifischen Lysin- und Hydroxylysinresten zu 
den entsprechenden Aldehyden
• Reaktionen dieser Aldehyde zu Aldolen bzw. Aldiminen
• Stabilisierung dieser Primärprodukte durch Oxidation oder Reduktion
Das verantwortliche Enzym für den initialen Schritt, die Lysyloxidase, bindet erst bei Vorliegen der 
gestaffelten fibrillären Anordnung der Kollagenmoleküle, vorzugsweise an die N- und C-termina-
len Telopeptide [YAMAUCHI & MECHANIC, 1988]. Als reaktive Zwischenprodukte werden das 5-Ami-
no-5-carboxypentanal (LysinAld, Allysin) und das 2-Hydroxy-5-amino-5-carboxypentanal 
(HydroxylysinAld, Hydroxyallysin) gebildet. Diese sind in der Folge einer Reihe von Kondensatio-
Einleitung 13nen unterworfen. Alle bekannten Quervernetzungen sind Reaktionsprodukte mit den Aminosäu-
reresten von Lysin, Hydroxylysin sowie Histidin. Am häufigsten wurden Quervernetzungen 
zwischen dem N-terminalen Lysin (9N)6 und dem helicalen Hydroxylysin (930) sowie dem C-ter-
minalen Lysin (16C) und dem helicalen Hydoxylysin (87) gefunden. Weiterführende Informationen 
zu den Reaktionswegen sowie den verschiedenen Endprodukten sind in den Arbeiten von YAMAU-
CHI & MECHANIC (1988) und EYRE ET AL. (1984) ausführlich dargestellt.
1.3.5. In vitro Fibrillogenese
Obwohl sich die Morphologie von in vivo und in vitro gebildeten Fibrillen als sehr ähnlich erweist, 
sind die Prozesse, die zu den fertigen Fibrillen führen, sehr verschieden. Gegenüber dem kom-
plexen Prozess in vivo handelt es sich in vitro um eine vergleichsweise einfache Selbstanordnung.
Kollagenmoleküle (Typ I) bilden stabile Lösungen im sauren Milieu (pH < 3,5) und bei niedrigen 
Ionenstärken im Temperaturbereich ausgehend vom gefrorenen Zustand bis zur Denaturierung 
[VEIS & PAYNE, 1988]. Weiterhin erfolgt keine Aggregatbildung im Bereich von 3,5 < pH < 7,4 bei 
niedrigen Ionenstärken und Temperaturen bis maximal 20 °C [KADLER ET AL., 1996]. Oberhalb die-
ser Temperatur beginnen sich Aggregate und Fibrillen zu bilden. 
Der Verlauf der Fibrillenbildung wird üblicherweise turbidimetrisch durch Messung der Extinktion 
der sich trübenden Lösung bei 313 nm verfolgt. Die elektromagnetische Strahlung des einge-
strahlten Lichts wirkt auf das elektrische Feld der Moleküle und induziert oszillierende Dipole, die 
Streulicht aussenden. In der Folge gelangt nur ein Bruchteil des eingestrahlten Lichts zum Detek-
tor. Die Streuintensität ist u.a. abhängig vom Molekulargewicht der streuenden Teilchen sowie 
von ihrer Konzentration [MARSHALL,1987]. Von verschiedenen Autoren [GROSS & KIRK, 1958; 
WOOD & KEECH, 1960] wurde festgestellt, dass das Ausmaß der Trübung weitgehend proportional 
zur Menge an gebildeten Fibrillen ist. Trübungskurven von fibrillierendem Kollagen weisen einen 
Verlauf auf, der sich in eine Nukleationsphase (auch lag-Phase), eine Wachstumsphase sowie 
eine Plateauphase (Abb. 6) einteilen lässt. 
6. Die Lokalisation der Vernetzungsstellen wurde aus den Originalzitaten übernommen, in denen die Telopeptide und die 
helicalen Bereiche separat betrachtet wurden. Infolge neuerer Analysen zur Primärstruktur ergeben sich Verschiebun-
gen zu der in Abschnitt 9.2. dokumentierten Sequenz.
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 Abb. 6:   zeitlicher Verlauf der Trübung während der Fibrillogenese,  
nach Definitionen von WILLIAMS ET AL. (1978)
HOLMES ET AL. (1986) zeigten, dass die Kinetik der Fibrillogenese sowie die Morphologie der ent-
stehenden Fibrillen nicht nur von den eingestellten Parametern wie Ionenstärke, Temperatur, 
Konzentration u.a. beeinflusst werden, sondern auch prozessabhängig sind. Sie unterschieden 
dabei drei Wege: Kaltstart, Warmstart und Simultanstart. Ausgehend von einer kalten sauren Tro-
pokollagenlösung wurde entweder zuerst der pH-Wert (Kaltstart) oder zuerst die Temperatur 
(Warmstart) auf den gewünschten Wert angehoben, bzw. beide Parameter simultan geändert (Si-
multanstart). Obwohl Anfangs- und Endpunkt dieser Wege identisch waren, zeigten sich deutliche 
Unterschiede sowohl in der Kinetik als auch in der Verteilung der Durchmesser der entstandenen 
Fibrillen. Für die Gewinnung gut strukturierter Fibrillen ist die Kaltstartmethode vorzuziehen. 
Die Fibrillogenese in einfachen definierten Systemen ist extrem abhängig von der Ionenstärke so-
wie dem Typ der anwesenden Ionen. Im Allgemeinen bewirkt eine Erhöhung der Ionenstärke oder 
eine Erniedrigung des pH-Wertes eine Verlängerung der Nukleationsphase. Der Einfluss des Sal-
zes ist sowohl anionen- als auch kationenspezifisch, wobei die Anionen einen größeren Effekt 
ausüben. Phosphationen zeigen einen spezifischen Einfluss. Die anwesenden Ionen wirken in ei-
ner Kombination aus direkten elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen sowie durch 
Veränderungen der Wasserstruktur [VEIS & PAYNE, 1988]. Gegenüber anderen Puffersystemen 
(Tes, Hepes, Mops, Cacodylat) bewirken Phosphationen eine besonders exzellente Ausbildung 
von fibrillären Strukturen, die sich in der Gleichmäßigkeit der nativen Querstreifung äußert [WILLI-
AMS ET AL., 1978]. Bis zu einer Konzentration von 30 mM übt die Phosphationenkonzentration kei-
nen Einfluss auf die Kinetik der Fibrillogenese aus, während bei höheren Konzentrationen eine 
deutliche Verlangsamung zu beobachten ist. 
Einleitung 15Nach CASSEL (1966) und COOPER (1970) lassen der negative Temperaturkoeffizient der Kollagen-
löslichkeit sowie der endotherme Verlauf der in vitro Fibrillogenese darauf schließen, dass hydro-
phobe Wechselwirkungen die Haupttriebkräfte des Fibrillogeneseprozesses darstellen. Durch die 
Freisetzung von hochgeordneten Wassermolekülen erfolgt ein Entropieanstieg, der deutlich die 
Verminderung der Entropie durch die Assemblierung der Kollagenmoleküle überwiegt [VEIS & 
PAYNE, 1988]. Weiterhin zeigte CASSEL (1966), dass es sich bei der Fibrillogenese um einen nu-
kleationskontrollierten Prozess handelt. WALLACE & THOMPSON (1983) wandten den Mechanis-
mus von Hoffman und Mandelkern zur Kristallisation von synthetischen Polymeren auf die Kolla-
genfibrillogenese an und konnten damit den Einfluss von Kollagenkonzentration und Temperatur 
auf die Kollagenaggregation erklären. Ihre Theorie unterstützt einen Nukleus in Form einer Mikro-
fibrille, speziell eine 4D-versetzte, dimere Einheit. Ihre theoretischen Berechnungen von initialen 
Fibrillendurchmessern decken sich mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen früher Stadien der 
Fibrillogenese. Die kalkulierte Konformation des N-terminalen Bereichs führt zu einem Modell, 
welches die vorteilhafte Anordnung von 4D-versetzten Molekülen mit einer optimalen Ausbildung 
von elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen mit dem helicalen Bereich erklärt. 
Durch diese Anordnung wird der direkte Kontakt von Lysin (9N) mit Hydroxylysin (930) ermöglicht, 
der zu den beschriebenen Quervernetzungen (siehe Abschnitt 1.3.4.) in dieser Region führt. Ein 
ähnliches Model wurde für den C-terminalen Bereich für Lysin (16C) in Wechselwirkung mit dem 
Hydroxylysin (87) der α1-Kette aufgestellt [Veis & Payne, 1988]. Während die N-terminalen Telo-
peptide für die End-an-End-Anlagerung zuständig sind, steuern die C-terminalen Telopeptide die 
Seit-an-Seit-Anlagerung.
Während SILVER & TRELSTAD (1980) den Anstieg des Molekulargewichts von 285 kDa auf 
930 kDa und GELMAN ET AL. (1979) ein Absinken des Diffusionskoeffizienten von 7,8*10-8 cm²/s 
auf 1,5*10-8 cm²/s feststellten, konnte bei einer Vielzahl von Untersuchungen mit einer Reihe von 
verschiedenen Methoden (dynamische Lichtstreuung, Ultrazentrifugation, Brechungsindex, Vis-
kositätsmessungen) kein Auftreten von Aggregaten bis zum Ende der Nukleationsphase detek-
tiert werden. Allerdings waren mittels Lichtstreuung minimal fünf Masseprozent Dimere bzw. 
Trimere erfaßbar. Die Bildung von Aggregaten innerhalb der Nukleationsphase konnte somit nicht 
festgestellt werden, ist aber in geringen Mengen nicht auszuschließen.
GELMAN ET AL. (1979) untersuchten die Morphologie der gebildeten Fibrillen zu verschiedenen 
Zeitpunkten der Fibrillogenese unter Kaltstartbedingungen. Am Ende der Nukleationshase wurde 
das Auftreten von dünnen langen Filamenten ohne erkennbare Querstreifung mit einem maxima-
len Durchmesser von 8 nm und einer Länge von mehr als 1500 nm beobachtet. Mit Beginn der 
Wachstumsphase begann das Auftreten von dickeren D-periodischen Fibrillen.
Viele Arbeiten beschäftigten sich mit kinetischen Modellen zur Interpretation der in vitro Fibrillo-
genese. Der detaillierte Ablauf dieses Prozesses ist bisher jedoch noch nicht vollständig aufge-
klärt [BRADT, 1998]. Die Grundmodelle unterscheiden sich darin, dass entweder von einem 
Einleitung 16einfachen Keimbildungs-Keimwachstumsprozesses analog zur Kristallwachstumstheorie oder 
von einem mehrstufigen Prozess ausgegangen wird. Bei dem letztgenannten Modell bilden sich 
aus einzelnen Tropokollagenmolekülen zunächst Mikrofibrillen, die sich anschließend zu Fibrillen 
zusammenlagern. Weiterführende Details zu den einzelnen Theorien sind bei BRADT (1998) dar-
gestellt, der eine Verfeinerung des Mehrschrittmodells entwickelte.
1.4. Proteinadsorption an Oberflächen
Obwohl Proteine üblicherweise im wässrigen Milieu vorkommen, tendieren Proteinmoleküle bei 
Kontakt der Lösung mit einer anderen Phase (fest, flüssig oder gasförmig), mit der sie nicht misch-
bar ist, zur Ansammlung an der Grenzfläche zwischen den beiden Phasen [TENGVALL ET AL.,
2001]. Die wesentlichsten Faktoren, die diesen Adsorptionsprozess beeinflussen, sind in Tabelle 
1 dargestellt.
Tab. 1:  Faktoren, die die Proteinadsorption beeinflussen, nach TENGVALL ET AL. (2001)
Oberflächeneigenschaften Eigenschaften der Proteine 
Freie Energie generelle Hydrophobie 
Ladung Ladung 
Ionenbindung prosthetische Gruppen 
Wasserstoffbrückenbindungskapazität Ionenbindung 
Struktur des oberflächennahen Wassers, 
Bindungsstärke 
Reste für Wasserstoffbrückenbindung 
Säure-/ Base-Eigenschaften (IEP) Wasserbindung 
Oberflächenverunreinigungen IEP 
Oberflächentopographie spezifische wechselwirkende Gruppen 
Wechselwirkungen mit kleinen  
(organischen) Molekülen 
Sekundär-, Tertiär- und Quartärstruktur 
für Metalle: Redox-/Korrosionspotenzial Anzahl von Disulfidbrücken 
Oxideigenschaften (Dicke, Wachstum, 
Dielektrizitätskonstante, Wasser und 
Ionenbindung) 
Größe 
 
In der Nähe einer Oberfläche können sich die Eigenschaften der Mikroumgebung in extremem 
Ausmaß ändern, so dass leicht der Gleichgewichtszustand der Proteine verändert wird. Das Ge-
samtsystem strebt den energetisch günstigsten Zustand an, wodurch u. U. eine Denaturierung im 
adsorbierten Zustand eintreten kann. Viele Phänomene des Adsorptionsprozesses hängen unmit-
telbar mit der Stabilität der 3-dimensionalen Struktur von Proteinen zusammen. Auf die komple-
xen Faktoren, die die Proteinfaltung und -stabilisierung beeinflussen, kann hier nicht im Detail 
eingegangen werden. An dieser Stelle sei auf weiterführende Fachliteratur verwiesen [NOSOH & 
SEKIGUCHI, 1991]. In den folgenden Unterkapiteln werden nun einzelne Aspekte des Adsorptions-
prozesses näher beleuchtet.
Einleitung 171.4.1. Grundprinzipien zur Adsorption
Die klassischen Beschreibungen des Adsorptionsprozesses gehen auf LANGMUIR (1918), der die 
Adsorption von Gasen an Oberflächen untersuchte, zurück. Die Grundprinzipien lassen sich auf 
die Adsorption aus Lösungen übertragen, wenn diese ausreichend verdünnt sind [ADAMSON, 
1983]. Die Gleichung der klassischen Langmuir-Adsorptionsisotherme lautet:
ν = k*A / (1 + k*A) 
wobei ν die Molmenge der gelösten Substanz adsorbiert pro Oberfläche, A die Gleichgewichts-
konzentration der gelösten Substanz darstellt und k eine systemabhängige Konstante symboli-
siert. Dabei müssen folgende Annahmen zutreffen:
• Adsorption von maximal einem Molekül pro Platz (Monolayerannahme),
• homogene Oberfläche,
• keine lateralen Wechselwirkungen (Die Adsorption eines Moleküles beeinflusst nicht die Ad-
sorptionsenergie eines benachbarten Moleküles.),
• nur eine adsorbierende Spezies (keine kompetitive Adsorption),
• verdünnte Lösung,
• reversible Adsorption.
Bei Kontakt von Biomaterialen mit definierten Proteinlösungen bzw. physiologischen Lösungen 
(Blut, Serum etc.) entsteht aufgrund der zahlreichen vorhandenen Bindungsplätze an den übli-
cherweise verwendeten Polymermaterialien eine große Anzahl an Wechselwirkungen pro Pro-
teinmolekül, die zu einer irreversiblen Bindung führen. Weiterhin sind in den meisten 
Proteinadsorptionsuntersuchungen keine verdünnten Lösungen eingesetzt worden. Ebenso kann 
eine laterale Beeinflussung nicht ausgeschlossen werden. Demzufolge treffen eine Reihe von 
Voraussetzungen der langmuirschen Betrachtungsweise für die Adsorption von Proteinen unter 
physiologischen Bedingungen nicht zu. Verschiedene Ansätze berücksichtigen die Heterogenität 
der Bindungsplätze (Freundlich-Isotherme) bzw. die lateralen Wechselwirkungen (Fowler-Isother-
me) [ADAMSON, 1983]. In der Mehrzahl der Adsorptionsstudien wird jedoch eine rein qualitative 
Beschreibung der Adsorptionsisothermen vorgenommen.
1.4.2. Triebkräfte für die Adsorption
Die Proteinadsorption ist das Gesamtergebnis einer Reihe von Wechselwirkungen zwischen den 
verschiedenen Komponenten des Systems, der Sorbentoberfläche, dem Proteinmolekül, dem Lö-
sungsmittel (i.a. Wasser) und anderen gelösten Bestandteilen wie niedermolekularen Ionen. Un-
abhängig von Mechanismus und Kinetik kann dieser Prozess nur ablaufen, wenn die elementare 
Bedingung, dass die freie Energie des Systems sinkt, erfüllt ist [NORDE & LYKLEMA, 1990].
Betrachtet man den Zustand vor der Adsorption, so sind an der Grenzfläche Sorbent/wässrige 
Phase als bedeutendste Charakteristika für den Adsorptionsprozess das Benetzungsverhalten7
der Oberfläche sowie der elektrochemische Zustand der beteiligten Spezies hervorzuheben. 
Einleitung 18• Eine Oberfläche im wässrigen Milieu trägt elektrische Ladungen, durch Dissoziation oder spe-
zifische Adsorption von geladenen Teilchen. Unter Gleichgewichtsbedingungen muss zwi-
schen der Schicht und der umgebenden Lösung Elektroneutralität herrschen, wodurch eine 
elektrochemische Doppelschicht gebildet wird. Geladene Oberflächen werden oftmals durch 
ihr Zetapotenzial charakterisiert - das Potenzial an der hydrodynamischen Scherschicht (wei-
terführende Details siehe Abschnitt 3.5.3.).
• Proteine in Lösung weisen an der Oberfläche überwiegend hydrophile Seitengruppen auf bzw. 
tragen ausreichend Ladungen, die zu einer elektrostatischen Abstoßung der Moleküle unter-
einander führen. Die Nettoladung der Proteine wird durch Gegenionen aus der Lösung kom-
pensiert [NORDE & LYKLEMA, 1990].
• Die physikalischen Eigenschaften sowie die Struktur von Wasser werden durch Wasserstoff-
brückenbindungen, dipolare und quadrupolare Wechselwirkungen bestimmt. Jeder gelöste 
Bestandteil wird lokal die Struktur des Wassers beeinflussen. Die hochgeordnete Struktur der 
Wassermoleküle an hydrophoben Oberflächen stellt eine enorme Veränderung gegenüber der 
Struktur in reinem Wasser dar. Ebenso ändert sich auch die Wasserstruktur in der Umgebung 
von niedermolekularen Ionen. Große monovalente Ionen wirken ordnungsminimierend, wäh-
rend steigende Valenz und sinkende Molekülgröße die Ordnung des umgebenden Wassers er-
höhen.
Durch Vergleich von verschiedensten Systemen vor und nach Adsorption wurden folgende Fak-
toren herauskristallisiert, die entscheidenden Einfluss ausüben, ob und in welchem Ausmaß ein 
Protein an einer Oberfläche adsorbiert [NORDE & LYKLEMA, 1990; NORDE, 1986].
• Dehydratation sowohl von Teilen der Sorbentoberfläche als auch des Proteins: 
Diese resultiert aus der Bindung von hydrophoben Bereichen des Proteins an hydrophobe Be-
reiche des Adsorbents. Der Enthalpieanteil dieser Wechselwirkung ist gering, die Entropieän-
derung ist positiv. Diese Wechselwirkung ist unbedeutend für hydrophile Oberflächen bzw. 
starre hydrophile Proteine. 
• Überlappung von elektrochemischen Doppelschichten der Oberflächen sowie der Proteine, ge-
folgt von einer Umverteilung der geladenen Gruppen: 
Bei dem Einbau von niedermolekularen Gruppen ergeben sich zwei Aspekte: 
a) Aufgrund des Transportes von Ionen von der Lösung in die adsorbierte Schicht entstehen 
 üblicherweise negative Beiträge zur Enthalpie und Entropie. 
b) Im Fall einer Ladungsumverteilung innerhalb der elektrochemischen Doppelschicht hängt 
der Enthalpiebeitrag ab von der Protein-Oberflächen-Ladungsdifferenz, dem pH-Wert und 
dem Ionengehalt. Der Entropiebeitrag ist positiv.
7. In materialwissenschaftlichen Arbeiten wird oftmals die Oberflächenenergie (berechnet über Kontaktwinkelmessungen 
- siehe Abschnitt 3.5.2.) als Parameter herangezogen, während biochemisch orientierte Arbeiten i.d.R. unmittelbar das 
Benetzungsverhalten betrachten.
Einleitung 19• strukturelle Umordnungen im adsorbierenden Molekül: 
Konformationsänderungen bewirken sowohl positive Enthalpie- als auch Entropieänderungen. 
Diese Beiträge sind pH-abhängig.
• Van der Waals-Kräfte: 
Diese Wechselwirkungen sind relativ unbedeutend aufgrund der ähnlichen Hamakerkonstante 
von Wasser und Proteinen.
• elektrostatische Wechselwirkungen: 
Diese spielen vor allem im Fall von starren Proteinen eine Rolle und sind abhängig vom pH-
Wert sowie vom Ionengehalt der Lösung. 
Viele dieser einzelnen Energiebeiträge können sich summieren bzw. einander entgegenwirken, 
so dass keine allgemeingültigen Regeln für die Proteinadsorption aufgestellt werden können. Viel-
mehr muss jedes Protein einzeln unter den jeweiligen Adsorptionsbedingungen betrachtet wer-
den.
1.4.3. Kinetik
Die Kinetik der Proteinadsorption wurde von verschiedenen Gruppen untersucht, wobei in Abhän-
gigkeit von den Grundannahmen verschiedene Modelle postuliert wurden. Generell wird davon 
ausgegangen, dass der Prozess oberflächenlimitiert ist und der Proteintransport nicht den ge-
schwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt. Die gängigen Modelle unterscheiden sich wie folgt:
• Das Langmuir-Modell [ADAMSON, 1983] beinhaltet die unter 1.4.1 beschriebenen Grundannah-
men einer reversiblen Adsorption (Abb. 7a).
• Das Lundströmmodell [LUNDSTRÖM & ELWING, 1984] geht von einer Änderung des Konforma-
tionszustandes im adsorbierten Zustand aus (Abb. 7b).
• BEISSINGER & LEONARD´s Modell (1981) erlaubt eine Desorption sowohl vom nativen als auch 
vom denaturierten adsorbierten Zustand (Abb. 7c).
• SÖDERQUIST & WALTON (1980) verfeinerten letzteres Modell (Abb. 7d), in dem sie die Zeitab-
hängigkeit von Konformationsänderungen berücksichtigten. Sie unterscheiden drei verschie-
dene Zustände:
1. schnelle und reversible Adsorption, die ein Pseudogleichgewicht innerhalb der ersten Mi-
nute erreicht,
2. oberflächeninduzierte Konformationsänderung des Proteins, die zu einer optimierten Pro-
tein-Oberflächen-Wechselwirkung führt bei verminderter Fähigkeit zur Desorption, 
3. vollständige Denaturierung des Proteins nach unendlich langen Adsorptionszeiten (im 
Fall der Desorption keine erneute Adsorption). 
• ANDRADE & HLADY [1987] modifizierten das Modell von Söderquist und Walton dahingehend, 
dass eine Rekonformation von desorbierten denaturierten Proteinmolekülen in Betracht gezo-
gen wurde (Abb. 7e).
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 Abb. 7: Modelle zur kinetischen Beschreibung des Adsorptionsprozesses nach a) LANGMUIR [ADAM-
SON, 1983], b) LUNDSTRÖM & ELWING (1984), c) BEISSINGER & LEONARD (1981), d) SÖDERQUIST 
& WALTON (1980), e) ANDRADE & HLADY (1987)
Die zugehörigen kinetischen Gleichungen sind in den entsprechenden Referenzen dargelegt und 
sollen hier nicht detailliert beschrieben werden. Untersuchungen zur Proteinadsorption an Implan-
tatoberflächen beschränkten sich vielfach darauf, dass die Proteinadsorption in Abhängigkeit von 
der Adsorptionszeit dokumentiert und Unterschiede unter verschiedenen Bedingungen qualitativ 
interpretiert wurden. Quantitativ wurden meist nur die Initialphasen der Adsorption betrachtet.
VAN DULM & NORDE (1983) untersuchten den Einfluss von Hydrophobie/Hydrophilie der Oberflä-
che bzw. von elektrostatischen Wechselwirkungen auf die Kinetik der Adsorption. Sie zeigten, 
dass nur bei einzelnen Kombinationen das Adsorptionsverhalten in der Initialphase diffusionskon-
trolliert ist. In den Fällen, in denen sowohl die Oberfläche als auch das Protein negativ geladen 
waren, trat eine Verlangsamung des Adsorptionsprozesses auf, die auf eine Energiebarriere 
durch Überlappung der elektrischen Felder zurückzuführen ist. Bei Adsorption des positiv gelade-
nen Proteins an einer negativ geladenen Polystyrenoberfläche konnte ebenfalls eine Energiebar-
riere festgestellt werden. Die Adsorptionsgeschwindigkeit war in diesem Fall geringer als bei 
Adsorption an der positiv geladenen Polystyrenoberfläche. Diese Tatsache deutet darauf hin, 
dass nicht nur die Gesamtladung, sondern auch Ladungsschwerpunkte die Kinetik der Adsorption 
beeinflussen. Unter Bedingungen einer schnellen Adsorption, begleitet von einer langsameren 
Umstrukturierung der adsorbierten Proteine, konnte ein Maximum der adsorbierten Menge nach 
ca. 20 - 30 min Adsorptionsdauer detektiert werden. 
Wie bereits erwähnt, stehen kinetische Prozesse in engem Zusammenhang mit Konformations-
änderungen, weshalb weitere Beispiele im nächsten Abschnitt diskutiert werden.
Einleitung 211.4.4. Konformationsänderungen
Mittels verschiedenster Methoden (Transmissions-Infrarotspektroskopie, zirkularer Dichroismus-
Spektroskopie, Fluoreszenzspektroskopie, Ellipsometrie) wurden sowohl der Konformationszu-
stand vor und nach Adsorption als auch die Anordnung von Proteinen nach erfolgter Adsorption 
untersucht [ANDRADE & HLADY, 1987; SÖDERQUIST & WALTON, 1980]. Dabei wurde vielfach beob-
achtet, dass abhängig von der Proteinkonzentration in Lösung eine unterschiedliche Flächenkon-
zentration des adsorbierten Proteins bestimmt wurde, die mit verschiedenen Schichtdicken 
korrespondierte. Im Ergebnis dieser Untersuchungen haben sich die nachfolgenden Modellvor-
stellungen etabliert.
Bei niedriger Proteinkonzentration in Lösung hat das adsorbierende Molekül genügend Zeit und 
Raum für eine Optimierung der Wechselwirkungen mit der Oberfläche durch veränderte Anord-
nung des Moleküls bzw. interne Umordnungen. Bei entsprechend hoher Proteinkonzentration 
steht weder diese Zeit noch der Platz zur Verfügung. Es wurde gezeigt, dass bei globulären Pro-
teinen ein minimaler Oberflächenkontakt von ca. 100 - 200 Å² erforderlich ist, um die Desorptions-
wahrscheinlichkeit zu minimieren, während die Querschnittsfläche der untersuchten Proteine 
zwischen 1000 und 10000 Å² beträgt [ANDRADE & HLADY, 1987]. 
DAMODARAN & SONG (1988) berechneten zwei Typen molekularer Flächen: ∆A1 als Initialkontakt-
fläche und ∆A2 als gewonnene Kontaktfläche nach Umorientierungs- und Umordnungsprozessen. 
Bei ihren Untersuchungen zur Adsorption unterschiedlich denaturierter Rinderserumalbuminmo-
leküle (BSA) zeigten sie, dass ∆A1 unabhängig vom Konformationszustand der adsorbierenden 
Moleküle ist und für BSA im Bereich von ca. 60 Å² liegt, während sich ∆A2 abhängig vom Rena-
turierungsgrad erwies und ein Maximum bei 24,4 % der nativen Konformation durchlief mit 534 Å².
NORDE & FAVIER (1992) untersuchten die Strukturstabilität von Lysozym und BSA bei Adsorption 
an hydrophile Siliziumpartikel. Sowohl BSA als auch Lysozym erfuhren dabei Konformationsän-
derungen (Verringerung des α-Helixgehaltes), deren Ausmaß sich erhöhte, je geringer die Pro-
teinkonzentration in Lösung war. Während bei BSA auch bei maximalem Bedeckungsgrad eine 
deutliche Abnahme des Helixgehaltes zu verzeichnen war, trat bei Lysozym bei vollständiger Be-
deckung keine entsprechende Konformationsänderung auf. Nach Ablösung der adsorbierten Pro-
teine mit Morpholin wurde bei Lysozym im Fall der Konformationsänderung im adsorbierten 
Zustand eine vollständige Renaturierung im desorbierten Zustand beobachtet, die bei hohem Be-
deckungsgrad unveränderte Konformation blieb auch weiterhin unverändert. Bei BSA konnte da-
gegen nur eine teilweise Renaturierung verzeichnet werden.
BUTLER ET AL. (1997) untersuchten die Funktionalität von radioaktiv markierten Antikörpern nach 
Adsorption an Polystyren und Silikon im Vergleich zu nicht adsorptiven Immobilisationsmethoden. 
Sie zeigten, dass nach Adsorption als Monolayer nur 20 % eines polyklonalen Antikörpers und 1 
bis 2 % eines monoklonalen Antikörpers funktional blieben. Die Verminderung der Aktivität konnte 
sowohl auf Konformationsänderungen als auch auf die verminderte Zugänglichkeit der entspre-
Einleitung 22chenden Epitope zurückgeführt werden.
SÖDERQUIST & WALTON (1980), HUGHES WASSEL & EMBERY (1996) sowie NORDE (1986) beobach-
teten unter bestimmten Konstellationen ein kurzzeitiges Überschreiten der Sättigungskonzentra-
tion im zeitlichen Adsorptionsverlauf sowie Knicke in den Adsorptionsisothermen bei etwa der 
halben Sättigungskonzentration. Darauf basierend postulierten sie:
• Innerhalb der ersten Minute der Adsorption ist der Adsorptionsprozess schnell und reversibel. 
Es herrscht ein Pseudogleichgewicht. Das Protein ist adsorbiert in einer zufälligen Anordnung 
mit einem Bedeckungsgrad von weniger als 50 %.
• Bei Anstieg des Bedeckungsgrades über 50 % erfolgen Oberflächenumordnungen, die eine ef-
fizientere Anordnung ermöglichen können (Knick in der Isotherme).
• Infolge einer genügend langen Adsorptionszeit können die adsorbierten Proteine Konformati-
onsänderungen vollziehen, die zu einer erhöhten Wechselwirkung mit der Oberfläche führen. 
Dabei werden u.U. Proteine, die weniger optimal adsorbiert sind, desorbiert. Dies bewirkt das 
Absinken der adsorbierten Proteinmenge auf die Sättigungskonzentration.
• Die Desorptionstendenz sinkt mit zunehmender Verweilzeit im adsorbierten Zustand.
• Desorbiertes Protein kann permanent denaturiert bleiben.
1.4.5.  Desorption und Austausch
Die Adsorption von Makromolekülen ist selten ein Gleichgewichtsprozess [ANDRADE & HLADY, 
1987].  Um so höher die Adsorptionsplatzdichte sowie die freie Energie der Adsorption ansteigen, 
desto stärker tritt eine Irreversibilität des Adsorptionsprozesses ein. Zu einer Maximierung der frei-
en Energie tragen beispielsweise Konformations- und Orientierungsänderungen bei. Diese Ände-
rungen sind relativ langsam und demzufolge kann die Desorptionsrate auch als Funktion der 
Kontaktzeit beschrieben werden. SÖDERQUISTS & WALTON‘s Kinetikmodell reduziert sich bei Zei-
ten, die gegen Null gehen, auf die klassische Langmuir-Situation, während bei unendlich großen 
Zeiten der Prozess irreversibel ist. Dieses Modell ist weitestgehend konsistent mit den meisten 
Literaturdaten [ANDRADE & HLADY, 1987].
Proteine mit einer hohen Anzahl an potentiellen Bindungsstellen können allerdings auch ohne 
Konformationsänderungen in einer optimalen Anordnung und mit maximaler Änderung der freien 
Energie adsorbieren. In diesem Fall ist die Adsorption schon nach kurzen Adsorptionszeiten irre-
versibel. Andererseits zeigen Proteine mit sehr stabiler Tertiär- bzw. Quartärstruktur kaum zeitab-
hängiges Desorptionsverhalten.
Während in der Mehrzahl der Adsorptionsuntersuchungen von einem quasi irreversiblen Adsorp-
tionsprozess (in bezug auf Lagerung in diversen Pufferlösungen) berichtet wurde, ist dagegen ein 
schneller Austausch der adsorbierten Proteine mit anderen in Lösung befindlichen Molekülen be-
obachtet worden [BENTALEB ET AL., 1998].
Dieser Austauschprozess beinhaltet jedoch keinen isolierten Desorptionsschritt. Die adsorbierten 
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leküle von ihren Bindungsplätzen verdrängt, bis schließlich die verbleibenden Kontaktpunkte nicht 
mehr ausreichend für die Bindung des Moleküls sind.
BENTALEB ET AL. (1998) zeigten, dass der Austausch von α-Lactalbumin an TiO2-Partikeln im obe-
ren Plateaubereich der Adsorptionsisotherme einer Reaktion erster Ordnung bezüglich der in der 
Lösung vorhandenen Moleküle entspricht. 
Eine spezielle Form der Verdrängung von bereits adsorbierten Proteinen wird durch den soge-
nannten Vromaneffekt [u.a. VROMAN ET AL., 1980] im Fall der gleichzeitigen Adsorption von kom-
plexen Proteingemischen beschrieben.
Die Proteine mit der größten Konzentration in der Proteinlösung dominieren an der Oberfläche 
nach kurzen Adsorptionszeiten aufgrund der höheren Kontaktrate. Mit zunehmender Adsorptions-
zeit erfolgen verschiedene Austauschprozesse, so dass dann Proteine mit höherer Oberflächen-
affinität dominieren. Nach sehr langen Zeiten sind auf der Oberfläche nur noch die Proteine mit 
der höchsten Affinität vorhanden, auch wenn ihre Konzentration in der Lösung sehr gering ist.
ARAI & NORDE (1990) untersuchten genau definierte Systeme in denen die vier größenordnungs-
mäßig vergleichbaren Proteine Lysozym, Ribonuklease, Myoglobin und α-Lactalbumin (ca. 
15 kDa), die sich jedoch hinsichtlich ihrer isoelektrischen Punkte und ihrer Strukturstabilität unter-
scheiden, sequentiell sowie kompetitiv an hydrophilen und hydrophoben Oberflächen adsorbiert 
wurden. Bei den drei strukturstabileren Proteinen Lysozym, Ribonuklease und Myoglobin wurde 
das Verhältnis der adsorbierten Mengen bei kompetitiver als auch sequentieller Adsorption vor al-
lem durch die elektrostatischen Wechselwirkungen bestimmt. In Kombinationen, die das struktur-
labilere α-Lactalbumin enthielten, trat eine starke Verdrängung der anderen voradsorbierten 
Proteine auf, auch unter elektrostatisch ungünstigen Bedingungen. Ebenso dominierte Lactalbu-
min bei kompetitiver Adsorption an nahezu allen untersuchten Oberflächen. Dies deutet darauf 
hin, dass vor allem der Energiegewinn durch Konformationsänderungen während des Adsorpti-
onsprozesses den wichtigsten Parameter dafür darstellte, welches Protein an der Oberfläche 
letztlich dominiert. Hinsichtlich des Einflusses der Oberflächeneigenschaften wurde festgestellt, 
dass bei sequentieller Adsorption hydrophile Oberflächen einen Austausch der adsorbierten Pro-
teine erlauben, während bei hydrophoben Oberflächen die Zusammensetzung der endgültigen 
Proteinschicht kinetisch determiniert ist.
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Titanimplantate werden aufgrund ihrer ausgezeichneten Volumen- und Oberflächeneigenschaf-
ten seit vielen Jahren mit großem Erfolg als Implantatmaterialien im Knochenkontakt eingesetzt. 
Für bestimmte Patientengruppen, u.a. Diabetiker oder Patienten mit osteoporotischem Knochen, 
ist ein weitergehend verbessertes Einheilverhalten der Implantate anstrebenswert. Entscheiden-
de Bedeutung für den Einheilprozess sowie für die Langzeitstabilität wird der initialen Reaktion 
des Körpers unmittelbar nach Implantation zugemessen [KELLER ET AL., 1994; XIAO ET AL., 2001]. 
Wie in Abschnitt 1.1. angeführt, bestehen zahlreiche Ansätze, durch Modifizierung der chemi-
schen und morphologischen Eigenschaften der Oberfläche in die Reaktionen des Körpers einzu-
greifen. In neueren Studien rückt zunehmend die Immobilisierung biologischer Komponenten 
(Proteine, Peptide, Wachstumsfaktoren) in den Mittelpunkt der Betrachtungen. Die Einbeziehung 
von Kollagen als Hauptbestandteil der organischen Knochenmatrix stellt eine interessante Grund-
modifikation dar. So konnte für Knochenzellen gezeigt werden, dass Kollagen sich günstig auf Ad-
härenz [COOPER ET AL., 1993] sowie die beschleunigte Ausbildung des differenzierten Phenotyps 
von Osteoblasten auswirkt [CELIC ET AL. 1998; LYNCH ET AL., 1995; ANDRIANARIVO ET AL., 1992 ]. 
Titanoxidoberflächen tragen keine funktionellen Gruppen, die zur kovalenten Anbindung von Pro-
teinen geeignet sind. Für diese Variante der Proteinanbindung wäre es erforderlich, zunächst eine 
zusätzliche funktionelle Schicht zu immobilisieren, z.B. durch Silanisieren. Im Gegensatz zu glo-
bulären Proteinen wird von Kollagen als fibrillenbildendem Protein erwartet, dass aufgrund seines 
günstigen Oberflächen-zu-Volumen-Verhältnissess und somit der hohen Anzahl von möglichen 
Bindungsplätzen eine hohe Affinität zur Titanoxidoberfläche besteht.
Das Ziel dieser Arbeit besteht darin, zu untersuchen, inwieweit durch eine adsorptive Immobilisie-
rung von Kollagen eine stabile und funktionale Beschichtung von Titanoxidoberflächen erzielt 
werden kann. Das Hauptaugenmerk richtet sich daher zunächst auf die Untersuchung des Ad-
sorptionsverhaltens im Hinblick auf den Einfluss verschiedener Lösungsparameter. Anhand der 
daraus gewonnenen Erkenntnisse sollen Rückschlüsse auf die bestimmenden Wechselwirkun-
gen zwischen der Titanoxidoberfläche und dem Kollagen abgeleitet werden. Ausgewählte Immo-
bilisierungszustände werden hinsichtlich der räumlichen Anordnung, des Desorptionsverhaltens 
sowie der Erhaltung der biologischen Funktionalität des adsorbierten Kollagens charakterisiert. 
Das Kollagen wird einerseits in Form der monomeren Grundeinheit, dem Tropokollagen, anderer-
seits in Form von fibrillären Strukturen eingesetzt. Da sich diese beiden Formen in bezug auf ste-
rische Eigenschaften, die Bedingungen zum Vorliegen des jeweiligen Zustandes sowie in der 
analytischen Zugänglichkeit deutlich unterscheiden, bietet es sich an, das Verhalten von Tropo-
kollagen und fibrillärem Kollagen bei der Adsorption an Titanoxidoberflächen getrennt zu betrach-
ten. In Zusammenarbeit mit den Instituten für Physiologische Chemie sowie Anatomie am Univer-
sitätklinikum der TU Dresden sollen schließlich ausgewählte Beschichtungszustände in Zellexpe-
rimenten bewertet werden.
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3.1. Geräte
Atomkraftmikroskopie: Nanoscope; Bioscope, Digital Instruments-Veeco  
(Santa Barbara, CA, USA)
Brutschrank: BD/BED 115, WTB Binder Labortechnik GmbH (Tuttlingen); Hera cell,  
Kendro Laboratory Products GmbH (Hanau)
Elektrophorese: Minigel, Maxigel, Biometra (Göttingen)
ELISA-Reader: Spektraflour Plus, Tecan (Crailshein)
Gefriertrocknung: Alpha 1-4, Christ (Osterode)
Geldokumentationssystem: Gene Genius, Syngene  (Cambridge - UK)
IR-Spektroskopie: FTS 2000, Perkin Elmer (Wellesley MA, USA) 
Kontaktwinkelmessungen: G2/40, Krüss GmbH (Hamburg)
Laborspülautomat: 7783 CD Mielabor, Miele&Cie GmbH & Co (Gütersloh)
pH-Messgerät: pH-Meter pH 526, WTW (Weilheim)
Rasterelektronenenmikroskopie: Gemini 925, Zeiss (Oberkochen)
Spektralphotometer: Lamda10, Perkin Elmer (Wellesley MA, USA) kombiniert mit Einhängether-
mostat: FBH 600, Fisherbrand (Schwerte)
Sterilbank: Sicherheitswerkbank 2F 120-II GS, Integra Biosciences (Fernwald)
Sterilisation: Tischautoklav EL, Systec (Wettenberg)
Suspendieren: Ultraturrax, IKA Labortechnik, Janke und Kunkel GmbH  (Staufen)
Waagen: Präzisionswaage GT210; Analysenwaage AS60, Ohaus Waagen Vertriebs GmbH 
(Giessen)
Wasseraufbereitungsanlage: Purelab Plus, U.S.Filter  (Massachusetts, USA)
XPS-Messungen: PHI 5700 XPS/ AES, Physical Electronics (Chanhassen, USA)
Zentrifugen: Avanti J-20XP, Ultrazentrifuge, Optima Max, Beckman Coulter (München)
Zetapotenzialmessung: Elektrokinetischer Analysator (EKA), Anton Paar GmbH,  
(Graz, Österreich)
3.2. Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Aldrich (Sigma-Aldrich, Deisenhofen): Deuteriumchlorid, Deuteriumoxid, Methanol
Amersham Biosciences Europe GmbH (Freiburg): Natriumiodid (Na131I)
Bachem Biochemica(Heidelberg): GRGDSP-Peptid
Baker (Deventer - Holland): Acetonitril, Wasserstoffperoxid
Biochrom KG (Berlin): DMEM, Penicillin-Streptomycin-Lösung, Trypsin-EDTA-Lösung
Biorad Laboratories GmbH (München): SDS-PAGE Molecular Weight Standard (high range und 
low range); N, N, N`, N`-Tetramethylethylendiamin
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Phosphorsäure, Salpetersäure, Silbernitrat,
Fluka (Sigma-Aldrich, Deisenhofen): Hepes, Kalbshautkollagen Typ I,  
Natriumdihydrogenphosphat
Greiner GmbH (Frickenhausen): fötales Kälberserum
ICN (Eschwege): [3H]-Methylthymidin
Merck (Darmstadt): Flusssäure, Glycin, Guanidiniumchlorid, Ethanol, Kaliumhydrogenphosphat, 
Natriumhydroxid, Pikrinsäure, SDS
Messer Griesheim (Krefeld): Kohlendioxid, Stickstoff
Pierce/ Perbioscience (Rockford, UK/ Bonn): Iodobeads
Promochem (Wesel): Sirius Red F3B
Sigma (Sigma-Aldrich, Deisenhofen): Acrylamid/bis-Acrylamid(37,5:1 (w/w), BSA, Cycloheximid, 
Formalin, Glycerin, Glycin, Harnstoff, Natriumchlorid, p-Nitrophenylphosphat, Magnesiumchlo-
rid, Schwefelsäure, Tris, Triton X-100, Zinkchlorid
Serva/ Boehringer Ingelheim (Heidelberg): Bromphenolblau, N,N´-Methylenbisacrylamid
Es wurden generell Chemikalien der Reinheit p.a. oder besser eingesetzt mit Ausnahme der zur 
Reinigung der Proben verwendeten Lösungsmittel Ethanol (reinst) und Aceton (zur Synthese).
Antikörper : 
Sigma: Anti-Maus-IgG (Ziege) konjugiert mit alkalischer Phosphatase (A 3562); Anti-Kollagen I 
(C2456), monoklonal (Maus)
BD Pharmingen (Heidelberg): Anti-Integrin β1, monoklonal (Hamster) 
British Biocell (Vertrieb: TEBU, Frankfurt): Anti-Maus-IgG (Ziege) markiert mit kolloidalem Gold 
(20 nm), Silberverstärkungskit 
Verbrauchsmaterialien:
Dialysecups: Slide-A-Lyzer 10,000 MWCO (Perbioscience, Bonn)
Dünnschichtchromatographieplatten: Kieselgel 60 F254 (Merck, Darmstadt)
Glasplättchen: Fa. Menzel, Glasbearbeitungswerk (Braunschweig)
Multiwellplatten: Nunc GmbH (Wiesbaden)
3.3. Puffer, Lösungen und Medien
Reinigung:
• Piranha-Lösung: 2 Teile 98%ige Schwefelsäure / 1 Teil 30 %iges H2O2  (v/v)
Gelelektrophorese:
• Auftragspuffer: 0,125 M Tris pH 6,8; 5 % SDS (w/v); 20% Glycerin (v/v);  
0,025% Bromphenolblau (w/v)
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• Lösungen für Silberfärbung: 10 % Ethanol; 1 % HNO3; 0,012 M AgNO3; 10 % Essigsäure, 
• Entwickler: 0,28 M Na2CO3; 0,019 % Formalin (v/v) 
• Farmers Abschwächer: 0,03 M K3Fe(CN)6; 0,065 M Na2S2O3
ELISA
• PBS  (0,010 M, pH 7,4): 0,43 g KH2PO4 (wasserfrei);  1,48 g Na2HPO4  (wasserfrei); 7,2 g NaCl 
auf 1 l Wasser; pH-Wert mit HCl einstellen
• Blocklösung: 2% BSA in PBS
• Waschlösung/ Reagenzlösung:1 % BSA in PBS
• ALP-Puffer: 0,1 M Glycin; 1 mM MgCl2; 1 mM ZnCl2; pH 10,4
Kollagenadsorption
• Phosphatpuffer nach Sörensen (doppelt konzentriert):                                                               
Lösung A: 0,133 M KH2PO4, Lösung B: 0,133 M Na2HPO4 (pH 4,8 - 8,0), Einstellen des ge-
wünschten pH-Wertes durch Vermischen verschiedener Anteile von A und B
Fibrillogenese
• Fibrillogenesepuffer (für Ansatz B): 0,06 M Phosphatpuffer; 0,27 M NaCl; pH 7,4 (1,52 g 
KH2PO4  (wasserfrei); 0,712 g Na2HPO4  (wasserfrei); 15,75 g NaCl auf 1 l Wasser, pH-Wert 
mit HCl einstellen)  
3.4. Proteincharakterisierung
3.4.1. Gelelektrophorese - SDS PAGE
Für die Trennung wurde ein 5 %iges Sammelgel und ein 6 %iges Trenngel eingesetzt. Die einzel-
nen Lösungen und entsprechende Volumina sind in Tab. 2 dargestellt. Als Frontmarker diente 
Bromphenolblau, als Molekulargewichtsmarker wurden SDS-PAGE Molecular Weight Standards 
(high and low range) der Firma Biorad verwendet.
Die Kollagenproben wurden in 0,01 M Essigsäure mit einer Konzentration von 1 mg/ml gelöst, an-
schließend im Verhältnis 1:1 (v/v) mit Auftragspuffer gemischt und 5 min auf 95 °C erhitzt. Als 
Laufpuffer kam Tris/Glycin zur Anwendung.
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Substanz Konzentration Eingesetzte Volumina: 
Trenngel (15 ml) 
Eingesetzte Volumina:  
Sammelgel (5ml) 
Acrylamid/bis-Acrylamid 
(37,5:1, w/w) 
30 % 4 ml 1,7 ml 
Tris/HCl pH 8,8 1,5 M 5 ml 3,75 ml 
SDS 10 % (w/v) 0,4 ml 0,2 ml 
EDTA 0,2 M 0,67 ml 0,34 ml 
W asser  9,82 ml 4,98 ml 
APS 10 % (w/v) 150 µl 50 µl 
Temed unverdünnt 10 µl 10 µl 
Für die Trennung im Sammelgel wurden 15 mA eingestellt, für das Trenngel 25 mA. Die Färbung 
erfolgte mittels Silberfärbung: Das Gel wurde 10 min in 10 % Ethanol  und anschließend 3 min in 
1 %iger Salpetersäure inkubiert. Danach wurde zweimal 30 s mit Wasser gewaschen und dann 
20 min mit Silbernitrat gefärbt. Nach zweimaligem Spülen mit Wasser wurde das Gel kurz mit Ent-
wickler gespült, dann in einer frischen Lösung bis zur gewünschten Färbung entwickelt.  Das Ab-
stoppen erfolgte 5 min mit 10 %iger Essigsäure. Danach wurde das Gel in Farmers Abschwächer 
geschwenkt bis alle Banden entfärbt waren und nochmal mit Silbernitrat gefärbt und abgestoppt. 
Vor dem Trocken wurde das Gel mit Hilfe des Geldokumentationssystems eingesannnt, dann 
über Nacht in Glycerin eingelegt und in durchsichtige Folie eingespannt getrocknet.
3.4.2. Zetapotenzial
Das Fraunhofer Institut für Keramische Technologien und Sinterstoffe (IKTS) wurde im Rahmen 
eines Projektes mit der Bestimmung des Zetapotenzials des in dieser Arbeit verwendeten Kolla-
gens beauftragt. Bei dieser Methode dient eine Mikroelektrophorese im elektrischen Wechselfeld 
als Grundprinzip zur Ermittlung des isoelektrischen Punktes. Die Bestimmung erfolgte im phos-
phatgepuffertem System und entspricht somit z.T. den Verhältnissen während der in dieser Arbeit 
dargestellten Adsorptionsuntersuchungen. In der dem Auftrag zugrunde liegenden Studie stan-
den jedoch die Verhältnisse bei 37 °C im Mittelpunkt. Dazu wurde in 0,01 M Essigsäure gelöstes 
Kollagen (0,5 mg/ml) zu gleichen Volumina mit 0,133 M Phosphatpuffer vermischt, auf 37 °C er-
wärmt und unverzüglich nach Erreichen der Temperatur der Messung unterzogen. Der pH-Wert 
in der Messlösung betrug 6,9. Diese Ausgangslösung wurde nach der ersten Messung halbiert 
und durch Zugabe von 1 M HCl bzw. 1 M NaOH weitere pH-Werte eingestellt. 
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Eine Lösung von 10 µg/ml Kollagen in 0,01 M Essigsäure wurde unmittelbar vor der Messung 1:5 
verdünnt und intensiv durch mehrmaliges Pipettieren vermischt. Von dieser Lösung wurden 30 µl 
auf ein frisch gespaltenes Glimmerplättchen (ca. 1 cm²) pipettiert, das mit Kohlenstoffpads auf ei-
nem AFM-Träger fixiert war. Die Probe wurde auf einem Spincoater 1 min mit 5000 Umdrehungen 
pro Minute rotiert. Dabei wurde ein dünner Flüssigkeitsfilm auf der Probe erzeugt. Vor der Atom-
kraftmikroskopie wurden die Proben luftgetrocknet. Die Abtastung erfolgte am Nanoscope im 
Tapping-Modus. Für die Abbildungen wurde die Amplitudendarstellung zugrunde gelegt.
3.5. Präparation und Charakterisierung der Titanoberflächen
3.5.1. Oberflächenpräparation
massive Titanproben:
Aus Stabmaterial (c.p.Titan - 99,6 % Reinheit) der Firma Goodfellow (Bad Nauheim) wurden 
durch Trennen 2 mm dicke Scheibchen hergestellt und anschließend mittels Ultraschall in Wasser 
und Ethanol gereinigt. Diese wurden nach der von BEUTNER (1998) etablierten Methode mit SiO2
oxidpoliert. Die Reinigung erfolgte durch jeweils 15 minütige Ultraschallbehandlung in Aceton, 
Ethanol sowie Wasser. Anschließend wurden die Proben unter der Laminarflowbox getrocknet. 
titanbesputterte Plättchen:
Durch die Firma MAT Dresden sowie durch das Zentrum für Mikrotechnologien an der TU Chem-
nitz erfolgte die Bereitstellung von besputterten Glasplättchen (0,5 mm dick, 10 mm Durchmesser) 
mit einer Titanschichtdicke von 50 nm. Als Target wurde c.p.-Titan (99,99 % Reinheit) der Firma 
Goodfellow (Bad Nauheim) eingesetzt. Die Glasplättchen wurden zuvor mit Piranha-Lösung 
15 min mittels Ultraschall gereinigt, anschließend intensiv mit Wasser gespült und unter der La-
minarflowbox getrocknet. Nach dem Sputterprozess wurden die Plättchen jeweils 15 min in Ace-
ton, Ethanol sowie Wasser im Ultraschall behandelt und unter der Laminarflowbox getrocknet.
TiAl6V4-Proben:
Für Zellversuche wurden aufgrund der klinischen Relevanz nur Titanlegierungsproben eingesetzt. 
Diese wurden aus Massivmaterial TiAl6V4 (ASTM 136) präpariert und von der Firma Hegedüs 
(Wehingen) mit TiO2 oxidpoliert. Vor den Untersuchungen wurden die Proben ebenfalls jeweils 
15 min in Aceton, Ethanol sowie Wasser im Ultraschall behandelt und unter der Laminarflowbox 
getrocknet. Im Fall von Politurrückständen wurden die Proben vor der Reinigungsprozedur zu-
sätzlich mit 1 % Triton X-100 im Ulltraschallbad behandelt und danach intensiv mit Wasser ge-
spült. Weitergehende Informationen zu den Eigenschaften dieser Oberflächen sind in der 
Dissertation von RÖßLER (2004) zu finden.
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Das Benetzungsverhalten und die daraus abgeleitete Oberflächenenergie stellen einen wichtigen 
Parameter bei der physikalisch-chemischen Beurteilung von Implantatoberflächen dar. Als Maß 
für die Benetzbarkeit wurden die Kontaktwinkel mittels dynamischer Kontaktwinkelmessung nach 
der Methode des liegenden Tropfens bestimmt. Diese Methode setzt trockene Probenoberflächen 
voraus. Aufgrund der Größe des Tropfens im Bereich von einigen Millimetern wird ein makrosko-
pischer Durchschnittswert erzielt. 
Die Oberflächenenergie (γ) ist ein Maß für die Kohäsionsenergie und Dichte der Oberflächenbin-
dungen. Sie setzt sich aus dem dispersen (γd) sowie dem polaren Anteil (γp) zusammen. Nach der 
Methode von OWENS, WENDT und KAELBLE [KWOK & NEUMANN, 1999] lässt sich die Oberflächen-
energie aus den Kontaktwinkeln (γl) zweier bekannter Messflüssigkeiten (in diesem Fall Wasser 
und Methyleniodid) berechnen: 
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Disperse Anteile werden im Wesentlichen durch London-Dispersionskräfte hervorgerufen, wäh-
rend Wasserstoffbrückenbindungen und Dipol-Dipol-Wechselwirkungen den polaren Anteil bedin-
gen. Disperse Wechselwirkungen sind aufgrund von Fluktuationen der Ladungsverteilungen in 
Atomen und Molekülen stets vorhanden, während polare Anteile an das Vorhandensein von po-
laren Molekülen bzw. speziellen funktionellen Gruppen gebunden sind.
3.5.3. Elektrokinetische Messungen (Zetapotenzial)
Die Ladungsverhältnisse der Materialoberfläche sind neben der Oberflächenenergie von ent-
scheidender Bedeutung für die Wechselwirkungen zwischen der Oberfläche und adsorbierenden 
Proteinen. 
An der Phasengrenze Festkörper/Elektrolyt entsteht als Folge der Anreicherung von Ladungsträ-
gern gegenüber der Volumenphase eine Raumladungszone, die als elektrochemische Doppel-
schicht bezeichnet wird. Diese Anreicherung entsteht im Fall von nichtleitenden Materialien durch 
Dissoziation von Molekülgruppen, Adsorption oder partielle Desorption von Ionen oder  Anreiche-
rung von orientierten Dipolen [HUNTER, 1981; NORDE & LYKLEMA, 1990]. Zur Beschreibung der 
Verhältnisse an der Phasengrenze wird in der Regel das GCSG-Modell herangezogen. Entspre-
chend diesem Modell wird die elektrochemische Doppelschicht in eine starre und eine diffuse 
Schicht unterteilt. Die starre Schicht wird weiterhin in eine innere (mittlerer Radius von nicht sol-
vatisierten Ionen) und eine äußere Helmholtzschicht (mittlerer Radius von solvatisierten Ionen) 
unterteilt. Während das Potenzial (Φ) in der starren Schicht nahezu linear abfällt, nimmt es in der 
diffusen Schicht einen Verlauf exponentiell zum Abstand zur Phasengrenze gemäß der Formel: 
( ) κxex −Φ=Φ 0
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elektizitätskonstanten sowie der Temperatur bestimmt wird. 
Elektrokinetische Messungen beruhen auf einer tangentialen Bewegung zwischen der festen und
der flüssigen Phase, die Scherebene liegt innerhalb des diffusen Teils der elektrischen Doppel-
schicht. Der durch die Relativbewegung hervorgerufene Ionenstrom wird als Strömungsstrom (IS)
bezeichnet und führt zu einem messbaren Strömungspotenzial (US). Dieses wird als elektrokine-
tisches Potenzial oder Zetapotenzial (ζ) bezeichnet. Das Zetapotenzial entspricht in etwa dem Po-
tenzial an der äußeren Helmholtzschicht.
Die elektrokinetischen Untersuchungen wurden im Rahmen der Dissertation von RÖßLER (2004)
an identisch präparierten Oberflächen durchgeführt. Die Messungen erfolgten an einem elektro-
kinetischen Analysator sowie an einer am Institut für Polymerforschung Dresden entwickelten Mi-
krospaltzelle. Als Elektrolyte wurden Kaliumchloridlösungen im Konzentrationsbereich von 0,0001
bis 0,01 M eingesetzt.
3.5.4. Photoelektronenspektroskopie
Die XPS-Messungen sowie die entsprechenden Berechnungen wurden von Herrn Beutner am In-
stitut für Festkörper- und Werkstoffforschung (IFW) Dresden vorgenommen. Das genutzte Gerät
ist mit einer nicht monochromatisierten dualen MgKα/ AlKα -Quelle ausgerüstet, wobei MgKα für
die Untersuchungen zum Einsatz kam. Die Proben wurden mit einem Einfallswinkel von 45 °C un-
tersucht bei einer Analysenfläche von jeweils 800 µm Durchmesser.
3.5.5. Ermittlung der Rauigkeit
Als Maß für die Rauigkeit der Oberflächen wurden die Ra-Werte bestimmt. Ra ist definiert als das
arithmetische Mittel der absoluten Abweichungen (IZiI) der einzelnen Messwerte vom Mittelwert
aller Messwerte. 
Die Messungen erfolgten mittels AFM (Bioscope). Eingesetzt wurden Silicium-Spitzen (AR5-NCL)
mit einem ‚high-aspect ratio’ von 5:1 und einem Spitzenradius von ca. 5 nm. Die auszuwertenden
Flächen (jeweils drei verschiedene Bereiche der Proben) wurden mit einer Kantenlänge von
90 µm gescannt. Vor der Rauigkeitsberechnung erfolgte ein Flatten in zweiter Ordnung. Damit
wurde die Neigung und der Bogen der Probe zweidimensional herausgerechnet, wodurch eine
fälschliche Überhöhung korrigiert wurde.
3.6. Proteinbestimmung in Lösung
Zur Bestimmung der Proteinmenge in Lösung wurde die Methode nach LOWRY ET AL. (1951) ein-
gesetzt. Die Methode nach BRADFORD (1976) wurde getestet und aufgrund der schlechteren Emp-
∑
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Materialien und Methoden 32findlichkeit für Kollagen nicht weiter verwendet. Zur spezifischen Kollagenquantifizierung wurde 
die Sirius Red Methode nach WALSH (1992) durchgeführt. Dazu wurden 50 µl Standardlösung 
bzw. Probelösung in Multiwellplatten pipettiert und bei 37 °C über Nacht getrocknet. Als Färbe-
reagenz wurden je 500 µl 1 %iges Sirius Red in gesättigter Pikrinsäurelösung eingesetzt. Die Pro-
ben und Standards wurden 60 min bei Raumtemperatur unter Schwenken gefärbt, anschließend 
3 bis 5 mal mit 500 µl 0,01 N HCl gewaschen bis die Spüllösung farblos war. Anschließend wurde 
mit 500 µl 0,1 N NaOH entfärbt. 350 µl Entfärbelösung wurden in 96-well-Platten pipettiert, gege-
benenfalls 1:10 mit 0,1 N NaOH verdünnt. Die Absorption wurde bei 540 nm ermittelt.
3.7. Methoden zur Proteinerfassung von immobilisiertem  
Kollagen
3.7.1. ELISA auf den kollagenbeschichteten Titanoberflächen
Da zur Kalibrierung der Methode keine Oberflächen mit bekannter Kollagenmenge vorlagen, wur-
de als interner Standard für jede ELISA-Messung folgender Beschichtungszustand mitgeführt: 
Adsorption 15 min  bei 4 °C in 0,5 mg/ml Kollagen in 0,065 M Phosphatpuffer (pH 7,4).
Zur semiquantitativen Abschätzung wurde im Bereich von 0,1 bis 1 µg Kollagen gelöst in Essig-
säure auf Titanplättchen aufgetropft und anschließend bei 37 °C getrocknet. Auf diese getrockne-
ten Proben wurde 0,01 M Essigsäure getropft (5 min einwirken lassen) und durch fünfmaliges 
Aufsaugen mit der Pipette (mit BSA vorbeschichtet und gespült) gespült. Diese Spüllösungen 
wurden auf weitere Proben überführt und wiederum getrocknet. Auf diesen neuen Proben sowie 
auf den Originalproben wurde jeweils noch ein identischer Spülschritt durchgeführt. Anschließend 
wurden alle Proben der ELISA-Prozedur zugeführt.
In Vorversuchen wurde getestet, dass das Trocknen von Proben mit adsorbiertem Kollagen (in 
der Laminarflowbox) gegenüber durchgängig in Lösung befindlichem adsorbierten Kollagen keine 
Signalunterschiede ergibt. Um längere Zeitabstände bei den Adsorptionsuntersuchungen zwi-
schen verschiedenen Zuständen auszugleichen, wurden alle Proben unmittelbar nach dem Spü-
len unter der Laminarflowbox getrocknet und dann zeitgleich weiterverarbeitet.
Die ELISA-Prozedur wurde wie folgt durchgeführt: Alle Proben wurden über Nacht mit je 500 µl 
Blocklösung bei 4 °C inkubiert. Nach Absaugen der Blocklösung wurde einmal mit Waschlösung 
gespült und dann 60 min bei 37°C mit 500 µl Erstantikörper (Anti-Kollagen I, 1:5000 in Reagenz-
lösung) inkubiert. Anschließend wurde dreimal mit Waschlösung gewaschen und wiederum 60 
min bei 37 °C mit dem Zweitantikörper (Anti-Maus-IgG, 1:2500 in Reagenzlösung) inkubiert. Nach 
dreimaligem Spülen mit Wasser erfolgte die Substratreaktion durch Zugabe von 400 µl p-NPP 
(1 mg/ml in ALP-Puffer). Nach 15 min wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 100 µl 
3 M NaOH abgestoppt. 350 µl der gefärbten Lösung wurden in eine 96-well-Platte umpipettiert 
und die Absorption bei 405 nm bestimmt. Als Blindwerte wurden leere Wells identisch behandelt. 
Unbeschichtete Titanproben dienten als Referenz.
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lagen
In Abweichung zur gängigen Markierung mit 125Iod wurde 131Iod eingesetzt. Die Auswahl erfolgte 
bedingt durch die verwendeten Isotope in der Klinik für Nuklearmedizin am Universitätsklinikum 
Dresden, in der die Untersuchungen durchgeführt wurden. 131Iod weist eine Halbwertszeit von 
nur 8 Tagen gegenüber 59,6 Tagen bei 125Iod auf und erfordert eine intensivere Berücksichtigung 
der schnell abnehmenden Aktivität des markierten Proteins. Dieser Einschränkung wurde Rech-
nung getragen, in dem die zu messenden Proben und die jeweiligen Standards in einem maxima-
len zeitlichen Abstand von 60 min gemessen wurden. Die Oxidation des Iodids wurde mit Iodo-
Beads® (Pierce) durchgeführt. Diese von MARKWELL (1982) beschriebene Methode beruht auf ei-
nem Zweiphasensystem, in dem das Oxidationsmittel (N-Chlorbenzylsulfonamid) an Polystyren-
kügelchen gekoppelt ist. Die Reaktion kann einfach durch Absaugen der markierten Lösung 
beendet werden. Weiterhin handelt es sich um ein milderes Oxidationsmittel als das traditionell 
verwendete Chloramin-T. Die Markierung erfolgte ausgehend von säuregelöstem Kollagen, die 
Lösung wurde erst unmittelbar vor der Markierung mittels Phosphatpuffer auf einen pH-Wert von 
6,95 eingestellt. Der empfohlene pH-Bereich der Markierungsreaktion liegt zwischen pH 5,5 und 
7,5 mit einem Optimum bei pH 6,5. Bei diesem pH zeigt das Kollagen jedoch maximale Aggrega-
tionsgeschwindigkeit, so dass der leicht höhere pH-Wert für die Umsetzung gewählt wurde.
3.7.2.1. Markierung und Abtrennung des freien Iodids
Kollagen wurde über Nacht bei 4 °C mit 2 mg/ml  in 0,01 M Essigsäure gelöst. Die Umsetzung mit 
131Iod erfolgte nach folgendem Schema: 1 Kügelchen der Iodo-Beads® wurde einige Minuten in 
0,133 M Phosphatpuffer pH 7,0 geschwenkt und anschließend mit Filterpapier getrocknet. In ei-
nem Eppendorfhütchen wurden 200 µl Kollagenlösung (4 °C) mit 150 µl 0,133 M Phosphatpuffer 
pH 7,0 (4 °C) versetzt. Zu dieser Lösung wurden 20 µl Na131I mit einer Aktivität von ca. 20 MBq 
pipettiert und dann das Kügelchen zugegeben. Die Mischung wurde bei Raumtemperatur leicht 
geschwenkt. Nach 5, 10 und 15 min wurden mittels Kapillare kleine Volumina für die Kontrolle des 
Einbaus entnommen. Für die weiteren Arbeiten wurde 15 min inkubiertes Protein eingesetzt. Die 
Reaktion wurde durch Umpipettieren der Lösung beendet. Das Kügelchen wurde mit 50 µl Puffer 
gespült und die Spüllösung zur markierten Kollagenlösung zugegeben. Diese gesamte Prozedur 
wurde mehrmals durchgeführt und die Lösungen des markierten Kollagens vereinigt. Je 200 µl 
der markierten Kollagenlösung wurden in Dialysecups überführt. Die Dialyse wurde zunächst 
20 min gegen PBS und anschließend über Nacht gegen 0,01 M Essigsäure durchgeführt. Danach 
erfolgte erneut eine Bestimmung des eingebauten 131Iod als Reinheitskontrolle, sowie eine Pro-
teinkonzentrationsbestimmung mittels Lowry.
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Mittels Kapillare wurden ca. 10 µl Probe aufgesaugt und auf einen Streifen (2 cm * 12 cm) einer 
Kieselgelplatte aufgetragen. In einer Objektträgerkammer erfolgte die Trennung des freien Iodids 
vom markierten Protein mit 20 % Methanol (v/v). Der Streifen wurde ca. 10 min getrocknet und 
anschließend densitometrisch mit Hilfe eines Gammazählers ausgewertet.
3.7.2.3. Adsorptionsverhalten in Abhängigkeit vom Markeranteil
In drei Adsorptionslösungen wurden verschiedene Verhältnisse von markiertem und unmarkier-
tem  Protein (Anteil markiert / unmarkiert: 10 %, 25 %, 50 %) eingestellt.
Zu je vier präparierten Proben (siehe Abschnitt 3.10.1.) wurden von jeder Adsorptionslösung je 
400 µl pipettiert und die Adsorption für die Dauer von 15 min sowie 120 min bei 4 °C durchgeführt.
3.7.2.4. Quantifizierung des adsorbierten Kollagens 
Der Anteil des zugesetzten Markers variierte in Abhängigkeit vom gewählten Kollagengehalt der 
Adsorptionslösung zwischen 2,5 % und 25 %, die niedrig konzentriertesten Lösungen enthielten 
den höheren Markeranteil, um eine ausreichende Aktivität auf den Proben zu gewährleisten.
Unmittelbar nach der Adsorption wurden die Proben dreimal mit 500 µl Wasser gespült. Die Quan-
tifizierung der Kollagenmenge erfolgte im adsorbierten Zustand, indem die beschichteten Titan-
plättchen in Polystyrenmessröhrchen überführt wurden und die Zählrate jeweils in dergleichen 
Ausrichtung mittels eines Gammacounters gemessen wurde. Das Messfenster lag bei 260 - 
470 keV, die übliche Messzeit betrug 0,5 min, wobei relative Fehler von 0,5 - 6 % auftraten. Im 
Fall von sehr geringer Strahlungsintensität (< 500 cpm) wurde 5 min gemessen. 
In Vorversuchen wurde getestet, ob durch die Adsorption am Titan die Zählrate beeinflusst wird. 
Dazu wurden definierte Volumina (5 - 15 µl) einer Adsorptionslösung (0,1 mg/ml Kollagen) auf Ti-
tanproben aufgetropft und eingetrocknet. Identische Lösungen wurden direkt in die Messröhrchen 
pipettiert. Die Messungen ergaben keine Unterschiede in den Zählraten, so dass als Standards 
dreimal je 10, 25 und 50 µl der jeweiligen Adsorptionslösung in Messröhrchen pipettiert und diese 
anschließend verschlossen wurden. Diese Standards wurden unmittelbar mit den zu messenden 
Proben gezählt.
3.7.2.5. Vergleich der Ergebnisse von radioaktiver Markierung und ELISA
Alle Proben mit markiertem adsorbiertem Kollagen wurden unmittelbar nach der Aktivitätsmes-
sung in Multiwellplatten überführt und die ELISA-Prozedur entsprechend Abschnitt 3.7.1. durch-
geführt. Die Blocklösungen sowie die zwei unterschiedlichen Antikörperlösungen wurden nach 
der Inkubation in Messröhrchen überführt und die jeweils zugehörigen Spüllösungen zugefügt. 
Unmittelbar vor der enzymatischen Reaktion zur Umsetzung von p-Nitrophenylphosphat wurde 
nochmals die Aktivität auf den Proben bestimmt. Dazu wurden die Proben liegend in je 500 µl 
Wasser gemessen, um ein Trocknen des gebundenen Enzyms zu verhindern. Direkt im An-
schluss an die Messung der Aktivität erfolgte die enzymatische Reaktion zum Umsatz von p-NPP.
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Als vergleichsweise einfache Methode kann die spezifische Anfärbung von Kollagen mittels Sirus 
Red ebenfalls zur Quantifizierung von immobilisiertem Kollagen angewendet werden. Dazu wur-
den die Proben direkt der Färbe- und Entfärbeprozedur, wie unter Abschnitt 3.6. beschrieben, un-
terworfen. Diese Methode konnte jedoch nur für immobilisiertes fibrilläres Kollagen eingesetzt 
werden, da alle Proben mit adsorbiertem Tropokollagen unterhalb der Nachweisgrenze lagen. 
3.8. Charakterisierung von immobilisiertem Kollagen anhand 
von abbildenden Verfahren
3.8.1. Atomkraftmikroskopie
Die Anordnung von adsorbiertem Kollagen kann mittels Atomkraftmikroskopie in x,y und z-Rich-
tung ermittelt werden. Die Abtastung erfolgte am  Nanoscope im Tapping-Modus an getrockneten 
Proben mit „high aspect“-Cantilevern. Die Kantenlänge des maximal abgetasteten Bereichs war 
90 µm.
3.8.2. Rasterelektronenmikroskopie
Zur Beurteilung der Verteilung des adsorbierten Kollagens wurden die Proben mittels Rasterelek-
tronenmikroskop (REM) untersucht. Mit diesem Verfahren können allerdings nur fibrilläre Struktu-
ren bzw. Vorstufen in Form von Aggregaten abgebildet werden. Strukturen von adsorbiertem Tro-
pokollagen konnten mittels REM nicht aufgelöst werden. Die Untersuchungen erfolgten in der Re-
gel ohne weitere Bedampfung im luftgetrockneten Zustand. Alternativ wurden die Proben in einer 
aufsteigenden Ethanolreihe mit abschließender kritischer Punkttrocknung mit und ohne Goldbe-
dampfung vorbehandelt. Eine Anfärbung mit einer Schwermetalllösung (Uranylacetat) erwies sich 
als nicht notwendig. Die Abbildungen erfolgten mit 3 bis 5 mm Arbeitsabstand bei einer Beschleu-
nigungsspannung von 1 kV. Zur Detektion wurde in der Mehrzahl der Fälle der Sekundärelektro-
nendetektor verwendet, der vor allem die räumliche Struktur abbildet.
3.8.3. Immunogoldfärbung
Immobilisiertes Kollagen kann über die Bindung eines spezifischen Antikörpers gefolgt von einer 
Inkubation mit einem goldmarkiertem Zweitantikörper elektronenmikroskopisch lokalisiert wer-
den. Als Proben wurden oxidpolierte massive Titanplättchen eingesetzt, da die besputterten Gläs-
chen aufgrund ihrer geringeren Leitfähigkeit für die Rasterelektronenmikroskopie weniger geeig-
net sind. In Vorversuchen wurden an den massiven Titanproben für die jeweils untersuchten Zu-
stände vergleichbare quantitative Werte der Kollagenadsorption wie bei den besputterten Glas-
plättchen ermittelt. 
Nach der Adsorption des Kollagens wurden die Proben über Nacht mit 5 % BSA in PBS geblockt, 
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entsprechenden Spülschritten wiederum 24 h bei 4 °C mit dem goldmarkierten Zweitantikörper 
(gold-markiertes Anti-Maus-IgG, 1:50 in 1 % BSA in PBS) inkubiert. Nach Bedarf erfolgte eine 
Vergrößerung der Goldkügelchen (20 nm) mittels Silberverstärkung. 
3.9. Charakterisierung von immobilisiertem Kollagen mittels 
Infrarotspektroskopie
Die FTIR-Spektroskopie ist ein geeignetes Verfahren um die Konformation des Grundgerüstes 
der Proteinkette beurteilen zu können [PAYNE & VEIS, 1988]. Verschiedene Studien belegen, dass 
die α-Helix, β-Faltblattstrukturen und β-turns zu verschiedenen, unterscheidbaren Positionen der 
Amid I-, II- und III-Banden führen [WALTON ET AL., 1970; SUSI ET AL., 1971; RADHIKA ET AL., 1997]. 
Über den Vergleich von Spektren mit bekannter Proteinstruktur können über mathematische Al-
gorithmen die Strukturanteile unbekannter Proteine berechnet werden [SARVER & KRÜGER, 1991]. 
Aufgrund der besonderen Struktur der Tripelhelix passt Kollagen jedoch nicht in dieses Schema 
[JAKOBSEN ET AL., 1983], das für globuläre Proteine entwickelt wurde. Zur Interpretation von struk-
turellen Änderungen der tripelhelikalen Struktur wurden von PAYNE & VEIS (1988) Veränderungen 
in der Feinstruktur der Amid I-Bande herangezogen. Nach Dekonvolution der Originalspektren er-
mittelten die Autoren drei Peaks bei ca. 1660 cm-1, 1643 cm-1 und 1633 cm-1. Bei Denaturierung 
des Kollagens infolge von Erwärmung wurde eine generelle Verminderung der Intensität der 
Amid I-Region sowie die Verschiebung der relativen Intensitäten der einzelnen Peaks innerhalb 
der Amid I-Region dokumentiert. Während der Peak bei 1660 cm-1 deutlich absank, stieg die In-
tensität des Peaks bei 1633 cm-1. Die Feinstruktur der Amid I-Region interpretierten PAYNE & VEIS
(1988) anhand eines modifizierten Modells nach Ramachandran. Die Amid I-Region charaktieri-
siert Streckschwingungen der Carbonylgruppen von Amidbindungen entlang des Proteingerü-
stes. Diese werden moduliert durch die Basizität der einzelnen Carbonylgruppen sowie durch 
Wasserstoffbrückenbindungen. Im Kollagenmolekül bilden sich Wasserstoffbrückenbindungen 
zwischen den Carbonyl- und NH-Gruppen benachbarter Ketten (C2=O2… H4-N4) sowie zwischen 
Carbolygruppen und Wassermolekülen der Lösung. Die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen 
den Ketten sind außergewöhnlich lang und die Bindung entsprechend schwächer. Das am 
schwächsten gebundene System resultiert in der größten Wellenzahl, somit wurde der Peak bei 
1660 cm-1 der Wasserstoffbrückenbindung zwischen den α-Ketten zugeschrieben und als Marker 
für die tripelhelikale Form definiert.
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 Abb. 8: Modell zum Beitrag verschiedener Wasserstoffbrückenbindungen zur Feinstruktur der Amid I-
Bande nach PAYNE & VEIS (1988), Querschnittsdarstellung einer Kollagentripelhelix 
Die Wellenzahl von 1643 cm-1 wurde C1=O1 zugeordnet und damit lösungsmittelgebundenen 
Carbonylgruppen in Verbindung mit Glycin-Resten, der Peak bei 1633 cm-1 Carbonylgruppen in 
Verbindung mit Prolin. ELIADES ET AL. (1997) erhielten nach Deconvolution fünf Peaks im Amid I-
Bereich. Daraus resultierend ergab sich eine entsprechend veränderte Zuordnung von Struktur-
elementen. Die generelle Reihenfolge war jedoch vergleichbar, der Peak bei 1655 cm-1 wurde in-
ternen WBB zugewiesen, während die weiteren Peaks mit niedrigerer Wellenzahl den verschied-
enen lösungsmittelassoziierten Carbonylgruppen zugeordnet wurden.
Die Aufnahmen der FTIR-Sprektren erfolgten für adsorbiertes fibrilläres Kollagen in Reflexion so-
wie mittels ATR-Spektroskopie. Für adsorbiertes Tropokollagen konnte nur die ATR-Spektrosko-
pie aufgrund der störenden Wasserbanden eingesetzt werden. 
Spektren für Tropokollagen und fibrilläres Kollagen in Lösung (ca. 1 mg/ml Kollagen in D2O) wur-
den nach Auftragen eines dünnen Flüssigkeitsfilms auf Zinkselenitplättchen in Transmission auf-
genommen.
Als luftgetrocknete Referenz wurde fibrilläres Kollagen im feuchten Zustand über einen Teflonring 
gespannt, zu einem dünnen Film getrocknet und in Transmission gemessen. 
Es wurden generell mindestens fünf verschiedene Stellen der Proben aufgenommen mit jeweils 
128 scans pro Spektrum. Bei den ATR-Spektren erfolgten 216 scans. 
Die zu vergleichenden Spektren wurden normiert und nicht weiter bearbeitet. Auf eine Dekonvo-
lution wurde aufgrund der teilweise störenden Wasserbanden bei sehr dünnen Kollagenschichten 
verzichtet.
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3.10.1. Probenvorbereitung und Adsorptionsdurchführung
Vor allen quantitativen Untersuchungen wurden die mit Titan besputterten Plättchen auf der Glas-
seite mit Fotolack (Fa. Schmincke) maskiert. Nach mehrstündigem Trocknen (mindestens 4 h) 
wurde eine Benetzung der Glasseite bei bis zu 24-stündiger Lagerung in Lösungen unterbunden. 
Lyophilisiertes Kollagen wurde mit 1,2 mg/ml in 0,01 M Essigsäure 16 bis 18 h bei 4 °C unter stän-
digem Rühren gelöst. Anschließend wurde die Lösung 60 min mit 30 000 g bei 4 °C zentrifugiert. 
Dabei wurden größere Aggregate bzw. ungelöste Bestandteile abgetrennt. Die Zentrifugation 
führte zu einer klaren Lösung. Die obersten ¾ der Lösung wurden abgesaugt, die Proteinkonzen-
tration (Lowry) bzw. die Absorption bei 215 nm gegenüber der eingesetzten Essigsäurelösung als 
Schnelltest bestimmt und nach Einstellung der gewünschten Proteinkonzentration für die Adsorp-
tionsstudien eingesetzt.
Die Adsorption erfolgte an den Proben, liegend in 24-well-Platten, mit jeweils 500 µl Lösung bei 
4 °C unter Verwendung von vorgekühlten Lösungen. Die Adsorption wurde durch Absaugen der 
Lösung nach entsprechender Adsorptionsdauer beendet. Die Proben wurden sofort dreimal mit 
500 µl dest. Wasser gespült und unter der Laminarflowbox getrocknet. Anschließend wurde vor-
sichtig die Maskierung der Rückseite entfernt. Pro Messpunkt wurden jeweils vier Proben einge-
setzt.
3.10.2. Einfluss der Adsorptionszeit
Lösungen drei verschiedener Kollagengehalte (0,02 mg/ml, 0,2 mg/ml und 1 mg/ml in 0,01M HAc) 
wurden unmittelbar vor Adsorptionsbeginn 1:1 (v/v) mit 0,133 M Phosphatpuffer (nach Sörensen) 
pH 7,5 vermischt. Für die Adsorptionsdauer wurde ein Zeitraum von 5 bis 720 min gewählt. Der 
pH-Wert in den Adsorptionslösungen betrug 7,45. 
Bei den kombinierten Messungen mit radioaktiv markiertem Protein sowie mittels ELISA wurde 
der Zeitraum auf 15 bis 360 min eingegrenzt.
3.10.3. Einfluss der Kollagenkonzentration
Für drei ausgewählte Adsorptionszeiten (15 min, 60 min, 120 min) wurde der Kollagengehalt in 
den Adsorptionslösungen variiert. Nach Mischen mit 0,133 M Phosphatpuffer pH 7,5 lagen die 
Kollagengehalte im Bereich von 0,016 bis 0,5 mg/ml (für ELISA-Messungen). Für die weiteren Un-
tersuchungen (radioaktiv markiertes Protein kombiniert mit ELISA) wurde der Bereich von 0,005 
bis 0,5 mg/ml Kollagen gewählt. Im Vergleich zu den ELISA-Messungen wurde die gewählte Ad-
sorptionsdauer auf 120 min und 360 min verlängert, da sich bei den Versuchen mit radioaktiver 
Markierung herauskristallisierte, dass nach 120 min noch kein Gleichgewichtszustand der Ad-
sorption eingestellt ist.
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Im Bereich von pH 3,5 bis 8,0 wurden die pH-Werte in der Adsorptionslösung durch Zugabe von 
0,133 M Phosphatpuffer zu gleichen Volumina der Kollagenlösung eingestellt. Dies erfolgte mit 
vorgekühlten Lösungen unmittelbar vor Adsorptionsbeginn. In der Tabelle 8 im Anhang (Abschnitt 
9.3.) sind die pH-Werte der eingesetzten Pufferlösungen sowie die nach Vermischen resultieren-
den pH-Werte dargestellt. Für pH 4,2 - 8,0 wurde das Phosphatgemisch nach Sörensen einge-
setzt (siehe Abschnitt 3.3.). Für die niedrigeren pH-Werte wurde anstelle der Dinatrium-
hydrogenphosphatlösung 0,133 M Phosphorsäure zur Bereitstellung der Pufferlösungen verwen-
det. Es wurden zwei verschiedene Kollagenkonzentrationen untersucht, so dass in der Adsorpti-
onslösung entweder 0,1 mg/ml bzw. 0,01 mg/ml Kollagen enthalten war. Die Adsorptionsdauer 
betrug 15 min (ELISA-Messungen) bzw. 120 min (radioaktiv markiertes Kollagen).  
3.10.5. Einfluss der Ionenstärke
Die Ionenstärke wurde durch Zusatz von Natriumchlorid zur Kollagenausgangslösung im Ionen-
stärkebereich von 0 - 0,1 mg/ml variiert. Dies erfolgte sowohl bei pH 3,5 durch Mischen gleicher 
Volumina der Kollagenlösung mit der Natriumchloridlösung, als auch bei pH 7,4 durch Mischen 
gleicher Volumina der Kollagenlösung mit 0,02 M Hepeslösung, in der verschiedene Mengen Na-
triumchlorid gelöst waren. Kollagenkonzentration und Adsorptionsdauer waren identisch zu Ab-
schnitt 3.10.4.. 
3.10.6. Einfluss der Vorbeschichtung 
An einmalig mit verdünnter Kollagenlösung vorbeschichtete Titanplättchen wurde nochmals Kol-
lagen aus jeweils höher konzentrierter Lösung adsorbiert. Die Zweitadsorption erfolgte unmittel-
bar nach Beendigung des ersten Adsorptionsschrittes, indem die Proben dreimal mit Wasser ge-
spült, vorsichtig mit Zellstoff die Tröpfchen abgesaugt und noch im feuchten Zustand der zweiten 
Adsorptionslösung ausgesetzt wurden. Als Referenzzustände wurden jeweils die Ausgangsbe-
schichtungen nach dem ersten Adsorptionsschritt sowie die Adsorption unter den Bedingungen 
der Zweitadsorption an zuvor unbeschichtete Titanoberflächen untersucht. Die Erstadsorption er-
folgte jeweis in 0,065 M Phosphatpuffer (pH 7,5) 15 min bei 4 °C, die Zweitadsorption in demsel-
ben Puffersystem 15 min sowie 60 min bei 4 °C. Die einzelnen Kombinationen der eingesetzten 
Kollagenkonzentrationen sind der Tab. 3 zu entnehmen:
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Erstbeschichtung Zweitbeschichtung
0,001 mg/ml Kollagen 0,01 mg/ml Kollagen
0,001 mg/ml Kollagen 0,1 mg/ml Kollagen
0,01 mg/ml Kollagen 0,1 mg/ml Kollagen
3.10.7. Fibrillogeneseverhalten unter Bedingungen der  
Kollagenadsorption
Für die turbidometrische Messung wurde Kollagen mit 1,2 mg/ml in 0,01 M Essigsäure bei 4 °C 
gelöst, 60 min mit 30 000g bei 4 °C zentrifugiert und nach der Proteinbestimmung auf die Konzen-
tration von 1 mg/ml eingestellt. Die Pufferlösungen wurden entgast. Alle Lösungen sowie die Kü-
vetten wurden auf 4 °C vorgekühlt. Jeweils gleiche Volumina der Kollagenlösung sowie der 
Pufferlösungen (0,133 M Phosphatpuffer pH 3,5; 6,0; 6,5; 7,0 und 7,5) wurden vermischt und in 
Halbmikroquarzküvetten gefüllt. Die turbidometrische Erfassung erfolgte bei 313 nm durch manu-
elle Messung zu den Zeitpunkten 0, 15, 30, 60, 90, 120 sowie 1440 min. Zwischen den Messpunk-
ten wurden die Küvetten bei 4 °C gelagert. Als Referenz wurde die Fibrillogenese der verwende-
ten Kollagenlösung bei 34 °C durch automatisierte Trübungsmessung (Messpunktabstand 90 s) 
mittels thermostatiertem Mehrfachküvettenhalter aufgezeichnet.
3.11. Desorptionsverhalten von Tropokollagen
3.11.1. Desorption von kollagenbeschichteten Titanplättchen
Die Probenvorbereitung der Titanproben sowie der Kollagenlösungen wurde analog zu Abschnitt 
3.10.1. durchgeführt. Innerhalb eines einzelnen Experimentes erfolgte für alle zu untersuchenden 
Zustände, Desorptionszeitpunkte und Desorptionsmedien die Vorbeschichtung der Proben aus 
einem gemeinsamen Ansatz der Adsorptionslösungen, so dass für die Ausgangszustände eine 
weitgehende Homogenität erzielt wurde. Die gespülten und getrockneten sowie demaskierten 
vorbeschichteten Proben wurden in 48-well-Platten gelegt und mit jeweils 400 µl PBS bzw. DMEM 
(supplementiert mit 10 % fötalem Kälberserum) versetzt und anschließend bei 37 °C im Brut-
schrank (PBS - ohne, DMEM - mit CO2-Begasung) gelagert. Alle Platten mit PBS wurden mit Pa-
rafilm bedeckt, um eine Verdunstung zu vermindern. Pro Desorptionszeitpunkt wurden wiederum 
je vier Proben untersucht. Nach Desorptionsende wurden optional die Desorptionslösungen in 
neue 48-well-Platten überführt und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Proben wurden dreimal mit 
Wasser gespült, getrocknet (Laminarflowbox) und ebenfalls in neue Platten überführt. Nach De-
sorption in PBS wurden die Proben, die zur Desorption genutzten Platten sowie die mit Desorpti-
onslösung inkubierten Platten der ELISA-Prozedur gemäß Abschnitt 3.7.1. unterzogen. (Die mit 
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an allen Zuständen gleichzeitig durchführen zu können.) Nach Desorption in DMEM wurde der 
ELISA nur an den umgesetzten Proben durchgeführt.
Beschichtungsbedingungen für den Ausgangszustand vor Desorption:
In Anlehnung an die Untersuchungen zum Adsorptionsverhalten wurden folgende Zustände der 
Beschichtung ausgewählt:
A: 0,01 mg/ml Kollagen in 0,067 M Phosphatpuffer (Sörensen) pH 7,45;  
15 min Adsorption bei 4 °C
B: 0,1 mg/ml Kollagen in 0,067 M Phosphatpuffer (Sörensen) pH 7,45; 15 min Adsorption bei 4 °C
Bei den Untersuchungen mit radioaktivem Material wurden zusätzlich beschichtete Proben mit je-
weils 120 min Adsorptionsdauer eingesetzt.
Rückwärtsansatz:
Nach der Adsorption wurden die Proben bis zum Desorptionsbeginn trocken im Kühlschrank auf-
bewahrt. Die Desorption erfolgte gestaffelt, so dass die Desorption aller Proben zum gleichen 
Zeitpunkt beendet war und anschließend alle Proben der gemeinsamen ELISA-Prozedur unter-
worfen werden konnten. Die Desorption wurde nach 2, 4, 6, 18, 24 und 48 h beendet. Der längste 
untersuchte Desorptionszeitraum betrug 7 Tage. 
Vorwärtsansatz: 
In Abweichung zum Rückwärtsansatz wurde die Desorption für alle Proben unmittelbar nach dem 
Trocknen der beschichteten Proben begonnen und gestaffelt beendet. 
3.11.2. Einfluss der Lagerungsbedingungen während der Desorption 
auf die Epitoperkennung des Kollagens
Bekannte Absolutmengen an Kollagen wurden in den 48-well-Platten sowohl bei 4 °C als auch bei 
37 °C für 48 h gelagert. Als Referenz wurden 18 h vor Beginn der ELISA-Messungen weitere Plat-
ten bei 4 °C inkubiert. Im Konzentrationsbereich von 0 - 0,5 µg/Well ist von einer vollständigen 
Adsorption innerhalb dieser Inkubationszeit auszugehen, da in den verbleibenden Lösungen kein 
Kollagen nachweisbar war und die ELISA-Werte der beschichteten Wells nahezu linear anstei-
gen. Um für die Testlagerung möglichst vergleichbare Bedingungen zur Desorption einzustellen, 
wurden 375 µl PBS in die Platten vorgelegt und dann 25 µl Kollagenlösung (in 0,01 M Essigsäure) 
hineinpipettiert. Der pH-Wert wurde dabei nur minimal abgesenkt. Folgende Kollagenmengen 
wurden untersucht: 
Kollagenkonzentration [µg/ml]: 0 4 10 20 30 40
Absolutmenge pro Well [µg]: 0 0,1 0,25 0,5 0,75 1
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der Kollagenlösungen bei 215 nm gegenüber der verwendeten 0,01 M Essigsäure bestimmt.
3.11.3. Desorption bei Einsatz radioaktiv markierten Kollagens
Die radioaktive Markierung sowie die Kontrolluntersuchungen wurden analog zu Abschnitt 3.7.2.
durchgeführt. Die Parameter der Vorbeschichtung und der Desorption wurden entsprechend Ab-
schnitt 3.11.1. gewählt. Als zusätzlicher Ausgangszustand wurden Proben mit je 120 min Vorbe-
schichtungsdauer eingesetzt.  Die Desorption wurde in einer kleinen Testreihe mit verschiedenen 
Ausgangszuständen in den PS-Messröhrchen durchgeführt, um die Adsorption von desorbiertem 
Kollagen an den Gefäßwänden messen zu können. Da die Summe des berechneten Kollagens 
an den Proben, in der Lösung und an der Gefäßwandung nach Desorption der ursprünglich ad-
sorbierten Kollagenmenge entsprach, wurde im folgenden die Desorption vergleichbar zu den 
ELISA-Untersuchungen in 48-well-Platten durchgeführt und die Adsorption an der Wandung als 
Differenz bestimmt.
Für jeden Desorptionszeitpunkt wurden die adsorbierten Ausgangsmengen der entsprechenden 
Proben vor Beginn der Desorption ermittelt. Für prozentuale Angaben wurden die Ergebnisse auf 
den jeweiligen Ausgangszustand bezogen.
3.12. Immobilisierung von fibrillärem Kollagen
3.12.1. Vorbereitung der Proben und des Kollagens
3.12.1.1. Titanproben
Die Vorbereitung der Proben erfolgte analog zu Abschnitt 3.10.1.. Für Untersuchungen mit quan-
titativen Bestimmungsmethoden wurden titanbesputterte Glasplättchen eingesetzt. Für die raster-
elektronenmikroskopische Beurteilung wurden aufgrund der höheren Leitfähigkeit massive Titan-
proben als Untersuchungsgegenstand gewählt.
3.12.1.2. Gewinnung von fibrillärem Kollagen
Die Gewinnung von fibrillärem Kollagen erfolgte durch Selbstaggregation nach der von HOLMES 
ET AL. (1986) beschriebenen Methode des Kaltstarts. Dazu wurde in 0,01 M Essigsäure gelöstes 
Kollagen (1 mg/ml) 1:1 (v/v) mit einer neutralen Pufferlösung vermischt. Beide Lösungen waren 
zunächst auf 4 °C vorgekühlt und wurden nach dem vorsichtigen Mischen für die Dauer von etwa 
18 h auf 34 °C erwärmt. Die Rekonstitution erfolgte dabei statisch im geschlossenen Gefäß. Zum 
Vergleich erfolgte die Rekonstitution in einem thermostatierten Doppelmantelgefäß mit Rühren 
mittels Magnetrührer. Zur Kontrolle wurde für jede Charge eine turbidometrische Erfassung ana-
log zu Abschnitt 3.10.7. mitgeführt. Untersuchungen zur Einbaurate (siehe Abschnitt 3.12.1.3.) 
und Struktur der gebildeten Fibrillen belegten, dass für die Gewinnung des fibrillären Kollagens 
auf einen Zentrifugationsschritt der Tropokollagenlösung verzichtet werden konnte. Für die Unter-
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zwei Grundansätze zum Einsatz:
A: 1 Volumenteil: 1 mg/ml Kollagen in 0,01 M Essigsäure  
1 Volumenteil: 0,133 M Phosphatpuffer (nach Sörensen) pH 7,0 
B: 1 Volumenteil: 1 mg/ml Kollagen in 0,01 M Essigsäu re  
1 Volumenteil: 0,06 M Phosphatpuffer pH 7,4; 0,27 mM NaCl.
3.12.1.3. Einbaurate zu fibrillärem Kollagen
Zur Bestimmung der Einbaurate von Tropokollagen in fibrilläres Kollagen wurde die Rekonstituti-
on in Eppendorfhütchen durchgeführt und nach beendeter Fibrillogenese (turbidometrische Kon-
trolle) 10 min bei 10 000 g zentrifugiert. Die Auswirkungen von verschiedenen Zentrifugations-
zeiten und -beschleunigungen wurden zuvor im Bereich von 10 bis 30 min bei 5 000 bis 30 000 g 
getestet.
Die Proteinmengen in den Überständen nach Zentrifugation sowie in den Ausgangslösungen wur-
den mittels der Lowrymethode quantifiziert.
3.12.2. Immobilisierung nach Abtrennung von kleinen Aggregaten
3.12.2.1. Einfluss der Anzahl der Zentrifugationsschritte
Ausfibrillierte Rekonstitutionsansätze der Variante A (siehe Abschnitt 3.12.1.2.) wurden für die 
Adsorption an Titanoberflächen bereitgestellt. Erster Untersuchungszustand war die unbehandel-
te Rekonstitutionslösung, in die drei präparierte Proben (siehe Abschnitt 3.10.1.) 15 min gehängt 
und anschließend mit Wasser abgespült und getrocknet (Laminarflowbox) wurden. Eine weitere 
Rekonstitutionslösung wurde mittels Ultraturrax 1 min mit 1000 U/min homogenisiert. Die Be-
schichtung der Proben erfolgte in 24-well-Platten, 15 min mit je 500 µl Suspension pro Probe. Wei-
tere Untersuchungszustände beinhalteten 1 bis 5 Zentrifugationsschritte, in denen die homo-
genisierte Rekonstitutionssuspension  nach der Homogenisation jeweils 15 min mit 5 000 g zen-
trifugiert und mit 0,067 M Phosphatpuffer (¼ des Rekonstitutionsvolumens) wieder aufgenommen 
wurde. Bei Bedarf erfolgte eine kurze Homogenisation der Suspension (wenige Sekunden). 
3.12.2.2. Wiederholbarkeit der Beschichtung
Neun identische Rekonstitutionsansätze der Variante A (siehe Abschnitt 3.12.1.2.) wurden ausfi-
brilliert, anschließend homogenisiert (1 min mit Ultraturrax bei 1000 U/min),  zentrifugiert 15 min 
bei 5 000 g, mit Wasser aufgenommen und nochmals zentrifugiert. Je drei der abzentrifugierten 
Pellets wurden entweder mit Wasser, 0,067 M Phosphatpuffer pH 7,0 oder PBS mit ¼ des Volu-
mens des Rekonstituionsansatzes aufgenommen. Von jedem separaten Ansatz wurden je drei 
Proben in 48-well-Platten mit je 500 µl pro Probe beschichtet (15 min Schwenken). Die Quantifi-
zierung der adsorbierten Kollagenmenge erfolgte mittels Sirius Red.
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Ein Rekonstitutionsansatz (A) wurde ausfibrilliert, homogenisiert und zweimal zentrifugiert wie in 
zu Abschnitt 3.12.2.2. beschrieben. Das Kollagenpellet wurde mit 1/80 des Rekonstitutionsvolu-
mens aufgenommen und resuspendiert. Aus dieser Suspension wurde durch Verdünnung jeweils 
im Verhältnis 1/1 (v/v) eine Verdünnungsreihe mit 6 Punkten hergestellt. Je drei Proben wurden 
mit den Suspensionen der verschiedenen Konzentrationen beschichtet. Die zum Zeitpunkt der 
Adsorption vorhandenen Kollagenkonzentrationen in den Adsorptionslösungen sowie die adsor-
bierten Kollagenmengen wurden mittels Sirius Red quantifiziert.
3.12.2.4. Einfluss des pH-Wertes
Ein Rekonstitutionsansatz der Variante A (siehe Abschnitt 3.12.1.2.) wurde ausfibrilliert, homoge-
nisiert und zweimal zentrifugiert wie in Abschnitt 3.12.2.2. beschrieben. Das Kollagenpellet wurde 
mit 1/8 des Rekonstitutionsvolumens aufgenommen und resuspendiert. Anschließend wurde die-
se Suspension in sechs gleiche Teile portioniert und 1/1 (v/v) mit 0,133 M Phosphatpuffer (Sören-
sen) der pH-Werte 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; und 8,0 vermischt. Je drei Proben wurden mit den 
Suspensionen der verschiedenen pH-Werte beschichtet. 
3.12.2.5. Einfluss der Ionenstärke
Analog zu Abschnitt 3.12.2.4. erfolgte die Gewinnung einer Suspension fibrillären Kollagens. Die-
se wurde in 5 gleiche Teile portioniert und 1/1 (v/v) mit verschieden konzentrierten NaCl-Lösun-
gen (0 bis 2 mg/ml) vermischt, so dass in den fibrillären Suspensionen Ionenstärken von 0 bis 
1 mol/ l eingestellt wurden. 
3.12.3.  Sequentielle Rekonstitution an der Oberfläche
Im ersten Schritt wurden Titanproben mit einer konzentrierten Tropokollagenlösung (0,5 mg/ml) 
in 0,067 M Phosphatpuffer pH 7,45 15 min bei 4 °C vorbeschichtet und mit Wasser gespült. Se-
parat wurde eine Rekonstitutionslösung vorbereitet (Ansatz A). Diese wurde bis zum Versuchs-
beginn bei 4 °C gelagert. Je drei Proben pro Untersuchungszustand wurden in 48-well-Platten 
gelegt und jeweils 500 µl Rekonstitutionslösung zugegeben und bei 34 °C inkubiert. In einem se-
paraten Ansatz wurde die Kinetik der Fibrillenbildung mittels turbidometrischer Messung unter 
identischen Bedingungen kontrolliert. Die Dauer eines einzelnen Inkubationsschrittes betrug ent-
weder 15 min (Dauer der Nukleationsphase) oder 45 min (Nukleationsphase sowie Wachstums-
phase), anschließend wurde die Rekonstitutionslösung abgesaugt und für den nächsten Inkuba-
tionszyklus unmittelbar folgend neue Rekonstitutionslösung (bei 4 °C bereitgehalten) zugegeben. 
Für die kürzere Inkubationszeit wurden 1 bis 8 Inkubationszyklen, für die längere 1 bis 5 Inkuba-
tionszyklen durchgeführt. Als Referenz wurden Proben nach Adsorption des Tropokollagens ein-
mal für die Dauer von 240 min der Rekonstitutionslösung ausgesetzt.
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Für die weiteren Untersuchungen wurde folgender Standardansatz (Tab. 4) zur Beschichtung von 
Proben mit fibrillärem Kollagen angewendet:
Tabelle 4: Standardansatz - Adsorption von fibrillärem Kollagen
eingesetzte Lösungen Zusammensetzung Behandlung
Kollagenlösung 1 mg/ml in 0,01 M Essigsäure über Nacht bei 4 °C lösen
Fibrillogenesepuffer 60 mM Phosphat, 270 mM NaCl, pH 7,4
Arbeitsschritte Behandlungsdetails
Rekonstitution 1 Teil Kollagenlösung + 1 Teil Fibrillogenesepuffer (v/v)
Mischen bei 4 °C, Erwärmen im geschlossenen Gefäß bei 34 °C
16 bis 18 h
Homogenisieren 1 min bei 1000 U/min
Zentrifugieren 15 min bei 5 000 g
Waschen Überstand verwerfen, Pellet mit Wasser aufnehmen
ca. 10 s Homogenisieren
Zentrifugieren 15 min bei 5 000 g
Aufnehmen mit halbkonzentriertem Fibrillogenesepuffer
(1/4 bzw. 1/8 des Rekonstitutionsvolumens)
ca. 10 s Homogenisieren
Beschichtung mit 500 µl der homogenisierten Suspension pro Probe,
15 min Schwenken
Spülen dreimal mit 500 µl Wasser
Trocknen in Laminarflowbox
Der Einsatz des leicht geänderten Puffersystems führte zu einer verbesserten Reproduzierbarkeit 
der Fibrillogenesekinetik sowie der Morphologie der gebildeten Fibrillen bei Verwendung von ver-
schiedenen Kollagenchargen. Das Adsorptionsverhalten der entstandenen Fibrillen beider Puffer-
systeme war hinsichtlich adsorbierter Menge und Verteilungsbild vergleichbar.
3.13. Stabilität des adsorbierten fibrillären Kollagens
3.13.1. Resistenz gegenüber Resolubilisierung
Gegenstand dieser Untersuchungen war die Problematik, inwieweit immobilisiertes Kollagen wie-
der quantitativ in Lösung überführt werden kann8. Dazu wurden mit fibrillärem Kollagen beschich-
tete Proben folgenden Medien ausgesetzt: 0,01 M und 0,1 M Essigsäure bzw. HCl, 4 M Guani-
diniumchloridlösung, 6 M Harnstofflösung, 20 % SDS, 1 M NaCl. Die Proben wurden entweder 
20 h geschwenkt oder 15 min im Ultraschall behandelt. Der Proteingehalt der Lösungen wurde 
mittels Lowry ermittelt und die Proben rasterelektronenmikroskopisch begutachet.
8. Die dargelegten Versuche wurden an den ersten untersuchten Zuständen von adsorbierten Fibrillen durchgeführt. Die 
Beschichtung der Proben erfolgte daher gemäß Abschnitt 3.12.2..
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Die Stabilität der beschichteten Proben (Standardansatz gemäß Abschnitt 3.12.4.) wurde unter 
annähernd physiologischen Bedingungen getestet. Dazu wurden die Proben entweder in protein-
freiem PBS oder in dem für die Zellversuche verwendeten Medium DMEM bis zu einem Zeitraum 
von 14 Tagen bei 37 °C gelagert, im Fall des DMEM unter CO2-Begasung. Anschließend erfolgte 
eine Quantifizierung mittels Sirius Red, die semiquantitative Beurteilung mittels ELISA sowie die 
rasterelektronenmikroskopische Begutachtung.
3.14. Zellbiologische Untersuchungen
Die Zellversuche wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut für Physiologische Chemie sowie 
dem Institut für Anatomie am Universitätsklinikum der TU Dresden durchgeführt. Dazu wurden 
Calvariazellen aus neonatalen Ratten präpariert. Weiterführende Informationen zur Präparation, 
Charakterisierung sowie zu speziellen Ergebnissen sind unter GEISSLER ET AL. (2000), ROEHLEKE
ET AL. (2000), BECKER ET AL. (2001) sowie FISCHER (2003) veröffentlicht. 
Im Rahmen dieser Zellversuche wurden folgende Zustände untersucht:
• TiAl6V4: oxidpoliert von der Firma Hegedüs, siehe Abschnitt 3.5.1.
• an TiAl6V4 adsorbiertes Tropokollagen (TK): 15 min Adsorption (0,5 mg/ml Kollagen in 
0,067 M Phosphatpuffer; pH 6,45; bei 4 °C)
• an TiAl6V4 adsorbiertes fibrilläres Kollagen (FK): Standardansatz siehe Abschnitt 3.12.4.
3.14.1. Adhärenz der Zellen
Die Adhäsionsuntersuchungen wurden in serumhaltigen Medium (DMEM mit 10 % FKS) durch-
geführt, wobei die Zellen vor dem Versuch 24 h mit 2 µCi [3H]-Methylthymidin inkubiert wurden. 
Die Zellen wurden in 100 µl Aliquots mit einer Dichte von 32.000, 64.000 bzw. 128.000 Zellen/cm² 
auf den Proben platziert und bei 37 °C bei 5 % CO2 für die Dauer von 10 min, 20 min, 30 min, 1 h, 
6 h und 24 h inkubiert. Die Quantifizierung der adhärierten Zellen erfolgte nach Lysieren der Zellen 
mittels Szintillationszählung. 
Für jeden Adhäsionszeitpunkt wurden weiterhin Proben mit 32.000 Zellen/cm² ohne Markierung 
inkubiert und die Zellen anschließend mit 2,5 % Glutaraldehyd fixiert. Anschließend wurden die 
Proben in einer aufsteigenden Ethanolreihe dehydratisiert und mittels kritischer Punkttrocknung 
präpariert. Die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung erfolgte ohne weitere Bedampfung 
bei 1 kV. Für die Beurteilung wurde je eine Probe von zwei getrennten Versuchsansätzen heran-
gezogen.
Die Experimente zur Adhäsionsinhibierung erfolgten nach dreistündiger Inkubation der Zellen mit 
90 µM Cycloheximid zur Verhinderung der Neubildung von Integrinen. Daran anschließend wur-
den die Zellen entweder mit 50 µM GRGDSP bzw. 20 µg/ml Anti-Integrin β1 behandelt und 60 min 
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Zellen.
3.14.2. Stabilität der Beschichtung in Anwesenheit von Zellen
Proben mit den drei zu untersuchenden Zuständen (unbeschichtet, TK, FK) wurden mit je 32.000 
Zellen/cm² besiedelt. Nach 4, 8 und 15 Tagen Zellkultur wurden die Zellen trypsiniert (0,05 % 
Trypsin; 0,02 % EDTA für 3 bis 5 min bei 37 °C) und die Oberflächen mittels REM begutachtet. 
Ergebnisse 484. Ergebnisse
4.1. Charakterisierung des Kollagens
Für alle in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurde kommerziell erhältliches Kalbshautkolla-
gen Typ I der Firma Fluka (Sigma-Aldrich) eingesetzt. Die Charaktierisierung dieses Produktes 
wird in den folgenden Abschnitten dargestellt.
4.1.1. Polyacrylamidgelelektrophorese
Die Gelelektrophorese wurde entsprechend Abschnitt 3.4.1. mit den verschiedenen eingesetzten 
Kollagenchargen durchgeführt. Dabei zeigte sich (siehe Abb. 9), dass neben den Hauptbanden 
des intakten Kollagens (Monomere  α-Banden, Dimere  β-Banden und teilweise Trimere 
γ-Banden) bei stärkerer Proteinbeladung des Gels Nebenbanden auftreten, die hinsichtlich des 
Molekulargewichtes sowohl  zwischen den α- und β-Banden als auch unterhalb der α-Banden lie-
gen. 
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 Abb. 9: SDS-Page an verschiedenen verwendeten Kollagenchargen nach Silberfärbung (Bahn 2,3: 
Charge S12236-332, Bahn 4,5: Charge 395272/1, Bahn 6,7: 431767/1; Auftragsmenge je-
weils 1 bzw. 5 µg/Bahn) 
Diese Nebenbanden treten in allen Chargen in etwa gleicher Position auf und sind mit hoher 
Wahrscheinlichkeit auf Kollagenfragmente infolge der Aufarbeitung zurückzuführen. Die α- und β-
Banden liegen in allen Chargen im Verhältnis von ca. 1:1 vor (siehe Abb. 77 bis Abb. 79 im An-
hang). Obwohl aus Jungtieren gewonnenes Kollagen zum Einsatz kam, ist anhand der gelelektro-
phoretischen Trennung von einem nicht vernachlässigbaren Anteil an quervernetzten Dimeren in 
allen eingesetzten Kollagenchargen auszugehen. 
Ergebnisse 494.1.2. Bestimmung des isoelektrischen Punktes
Das Zetapotenzial einer Kollagenlösung (0,25 mg/ml) in 0,067 M Phosphatpuffer pH 7,4 beträgt 
-0,7 mV. Das Kollagen weist somit bei diesem pH-Wert eine negative Nettoladung auf. Die Be-
stimmung des Zetapotenzials erfolgte gemäß Abschnitt 3.4.2.. Der Schnittpunkt der ermittelten 
Potenziale mit der Nulladungslinie liegt zwischen pH 5,35 und pH 6,9 und wurde durch Interpola-
tion ermittelt. Der isoelektrische Punkt liegt demnach bei pH 6,0. 
Die Anwendung der Methode der isoelektrischen Fokussierung zur Bestimmung des IEP erwies 
sich dagegen für Kollagen als nicht geeignet. Bei unterschiedlicher Auftragung der Kollagenlösun-
gen (anodisch, katodisch oder mittig) ergaben sich jeweils verschiedene Trennergebnisse, die auf 
Aggregation des Kollagens während des Trennprozesses zurückzuführen sind. 
4.1.3. Atomkraftmikroskopische Abbildung
Einzelne Kollagenmoleküle wurden gemäß Abschnitt 3.4.3. mittels Atomkraftmikroskopie abgebil-
det. Anhand von Abb. 10 wird deutlich, dass das Kollagen in der 0,01 M Essigsäure gelöst in Form 
der  molekularen Grundeinheiten vorliegt.  
 Abb. 10: Atomkraftmikroskopische Abbildung von Kollagenmolekülen auf Glimmer, 
Pfeil markiert dimeres Kollagen
In der Regel handelt es sich um das monomere Tropokollagen. In Übereinstimmung mit den Er-
gebnissen der SDS-Gelelektrophorese sind weiterhin Dimere zu finden (siehe Abb. 10).
Das Kollagenmolekül wird als leicht gewundenes langgestrecktes Molekül abgebildet. Neben Mo-
lekülen, deren Länge ca. 300 nm beträgt, wurden auch Bruchstücke nachgewiesen. 
Ergebnisse 504.2. Charakterisierung der Substratoberflächen
4.2.1. Kontaktwinkelmessungen
Die Bestimmung der Kontaktwinkel gemäß Abschnitt 3.5.2. führte zu den in Tab. 5 angegebenen 
Werten sowie den entsprechenden berechneten Oberflächenenergien.
Tabelle 5: 
Material Fortschreitwinkel 
[°] 
Rückzugswinkel 
[°] 
Oberflächen-
energie – 
disperser Anteil 
[mN/m] 
Oberflächen-
energie –  
polarer Anteil 
[mN/m] 
c.p. Titan – 
poliert 
80,2 ±  8,1 27,8 ± 3,1 36,4 ± 0,283 
   
7,05 ± 1,2 
 
c.p. Titan 
- gesputtert 
82,3 ± 6,2  30,3 ±  4,1  35,5 ± 9,8 5,95 ± 2,9 
TiAl6V4- 
poliert 
75,7 ±  7,8  35,2 ± 10,1 28,9 ± 2,4 10,7 ± 4,2 
Kontaktwinkel und Oberflächenenergien
Quelle für TiAl6V4-Daten: Dissertation RÖßLER (2004)  
Die Kontaktwinkelmessungen ergaben für oxidische Oberflächen unerwartet hohe Werte mit einer 
starken Hysterese zwischen Fortschreit- und Rückzugswinkel. Im Vergleich zur Titanlegierung lie-
gen die Werte für c.p.-Titan etwas höher. Die Anteile von disperser und polarer Oberflächenener-
gie sind ebenfalls etwas verschoben, die Gesamtenergie ist jedoch in etwa vergleichbar. Durch 
Reinigungsschritte (Ultraschall mit Aceton, Ethanol, Wasser und anschließende Lagerung in 
Wasser oder Methanol bis zur Messung) konnte keine Hydrophilierung der Oberflächen erzielt 
werden. Oxidierende Reagenzien wie z.B. Piranhalösung bzw. Salpetersäure-/Flusssäurelösung 
führen zu einem Angriff der Oberfläche und verändern somit die Oberflächenmorphologie. Nach 
dem Trocknen im Anschluss an eine solche Oberflächenbehandlung wurden ebenfalls vergleichs-
weise hohe Kontaktwinkel gemessen. Eine Sauerstoffplasmabehandlung führte zu leicht vermin-
derten Rückzugswinkeln.
4.2.2. Elektrokinetische Messungen
Der Nulldurchgang der Strömungspotenzial-pH-Kurve liegt für c.p.-Titan bei 4,5 ± 0,1, für TiAl6V4 
bei 4,3 ± 0,1 und war für beide untersuchte Materialien unabhängig von der Konzentration des 
Elektrolyten. Im Bereich von pH 4 bis pH 6 lag keine spezifische Adsorption von Kalium- bzw. 
Chloridionen vor, d.h. unter den vorliegenden Bedingungen gilt IEP = PZC. Protonen (H3O+) und 
Hydroxylionen (OH-) sind die potenzialbestimmenden Ionen. Im alkalischen Milieu erfolgte dage-
gen eine spezifische Adsorption von Chloridionen. Der Verlauf der Strömungspotenzial-pH-Kur-
ven zeigte keine ausgeprägten Plateaus, die im Fall von dissoziablen Gruppen bei vollständiger 
Dissoziation üblicherweise erhalten werden.
Eine weitergehende Charakterisierung und Betrachtung der Oberflächeneigenschaften der einge-
setzten Materialien ist in RÖßLER ET AL. (2002) veröffentlicht.
Ergebnisse 514.2.3. Photoelektronenspektroskopie
Anhand von Tab. 6 wird ersichtlich, dass sowohl an den oxidpolierten Legierungsproben als auch 
an den mit c.p.-Titan besputterten Gläsern unmittelbar an der Oberfläche eine starke Verunreini-
gung durch Kohlenstoffverbindungen besteht. Diese können aufgrund der ermittelten Bindungs-
energie als Kohlenwasserstoffe identifiziert werden. Die Angabe der Elementverteilung basiert auf 
der Annahme homogener Vermischung in der analysierten Schicht (ca. 5 bis 6 nm Schichtdicke). 
Der Verlauf der aufgenommenen Spektren deutet jedoch darauf hin, dass unmittelbar an der 
Oberfläche eine weitestgehend durchgängige Kohlenwasserstoffschicht vorliegt.
Tabelle 6: Elementverteilung an der Oberfläche (berechnet anhand von XPS-Messungen)
Material C [Atom-%] O [Atom-%] Al [Atom-%] Ti [Atom-%] V [Atom-%] 
c.p. Titan 
(gesputtert) 
36,9 ±  1,8 44,5 ± 1,1 2,7 ± 0,89 * 15,7 ± 0,08 0,12 ± 0,071 
TiAl6V4 
(oxidpoliert) 
26,3 ± 0,59 52,82 ± 0,98 2,52 ± 0,83 18,4 ± 0,44 - 
 
* Das nachgewiesene Aluminium stammt mit hoher Wahrscheinlichkeit von der Aluminiumtransportverpackung.
4.2.4. Rauigkeit
Die Ermittlung der Rauigkeiten der eingesetzten Substratoberflächen erfolgte gemäß Abschnitt 
3.5.5. mittels AFM. Die berechneten Ra-Werte sind in Tab. 7 angegeben.
Tabelle 7: 
Substrat Ra-Werte 
c.p.-Titan gesputtert 1,24 ± 0,439 nm 
c.p.-Titan (poliert) 2,14 ± 0,28 nm 
TiAl6V4 (poliert) 41,9 ± 0,3 nm 
Rauigkeit (Ra-Werte) der eingesetzten Substratoberflächen
4.3. Adsorptionsverhalten von Tropokollagen
Da das Tropokollagen ab einer Temperatur von 20 °C [KADLER ET AL., 1996] in neutralen Lösun-
gen zu aggregieren beginnt, wurden die Adsorptionsuntersuchungen in Abweichung von üblichen 
Adsorptionsbedingungen generell bei 4 °C sowie möglichst kurzen Adsorptionszeiten durchge-
führt. Ein phosphathaltiges Milieu gilt entsprechend diverser Untersuchungen [WILLIAMS ET AL., 
1973; HOLMES ET AL., 1986] als wichtiger Parameter für die Ausbildung gleichmäßig strukturierter 
Fibrillen, die nativen Kollagenfibrillen vergleichbar sind. Für die Gewinnung fibrillären Kollagens 
sollte dementsprechend ein phosphathaltiger Puffer eingesetzt werden. Die Untersuchungen zum 
Adsorptionsverhalten von Tropokollagen wurden folglich ebenfalls ausgehend von einem phos-
phatgepufferten System durchgeführt.
Ergebnisse 524.3.1. Semiquantitative Erfassung der Tropokollagenadsorption mittels 
ELISA 
Vorversuche zum Ablösen von adsorbiertem Kollagen mit verdünnten Säuren bzw. 8 M Harnstoff 
und 4 M Guanidiniumchlorid zeigten ein unvollständiges Ablösen des adsorbierten Proteins, so 
dass eine Quantifizierung des adsorbierten Kollagens nicht mit resolubilisiertem Kollagen durch-
geführt werden konnte. Ziel der nachfolgend beschriebenen Herangehensweise war es, durch 
Reaktion des adsorbierten Kollagens mit spezifischen Antikörpern die Erfassung des Kollagens 
im immobilisierten Zustand durchzuführen und damit die Problematik des Ablösens von Kollagen 
zu umgehen. Kritisch ist jedoch die Kalibrierung der Methode, da prinzipiell die Bereitstellung von 
Proben mit bekannter immobilisierter Menge als Standard erforderlich ist. Zur semiquantitativen 
Abschätzung wurde die Kalibrierung derart durchgeführt, dass bekannte Mengen von Tropokolla-
gen auf den Proben getrocknet wurden. Da beim ELISA nur die bis zum letzten Schritt an Titan 
gebundenen Kollagenmoleküle für das Signal9 relevant sind, wurden die getrockneten Oberflä-
chen dreimal gespült und die abgespülten Mengen quantitativ auf neue Titanproben überführt, wie 
in Abschnitt 3.7.1. beschrieben. Eine weitere Desorption im Verlauf der ELISA-Prozedur kann 
durch diese Vorgehensweise nicht verhindert werden. Gleiche adsorbierte Mengen vor Beginn 
des ELISAs sollten jedoch auch gleiche Signale ergeben. In Abb. 11 und Abb. 12 sind die Signale 
der Einzelproben bzw. der Summe pro eingesetzter Kollagenmenge dargestellt.
Aus Abb. 11 ist ersichtlich, dass schon deutlich bevor die maximal mögliche adsorbierte Kollagen-
menge erreicht ist, keine vollständige Adsorption der vorgelegten Kollagenmenge erfolgt. Einma-
liges Spülen war im untersuchten Bereich ausreichend, um nicht adsorbiertes Kollagen voll-
ständig auf die nächsten Proben zu überführen, da auf den Proben vom 2. Spülgang (grüne Linie) 
kein Kollagen nachgewiesen werden konnte (innerhalb der Nachweisgrenze). Das Eintrocknen 
und Spülen wurde mit 0,01 M Essigsäure durchgeführt, da Tropokollagen darin gut löslich ist und 
die Bildung von Aggregaten in feuchtem Zustand verhindert wird bzw. beim Trocknen entstande-
ne Aggregate wieder gelöst werden können.
9. Bei der in dieser Arbeit angewandten Ausführung des ELISAs wird die Menge der, an das adsorbierte Kollagen gebun-
denen, Antikörper über die enzymatische Reaktion der gekoppelten Alkalischen Phosphatase quantifiziert. Als Signal 
(ELISA-Signal) wird im Folgenden die Absorption des umgesetzten Substrates verstanden. Diese stellt ein Maß für die 
erkennbare Kollagenmenge dar.
Ergebnisse 53 Abb. 11: 
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nen Ausgangsmenge, Überführung und Erfassung der abgespülten Mengen auf weiteren 
Proben
Die Summe aller Signale der jeweils ursprünglich eingesetzten Kollagenmengen, verteilt auf ver-
schiedene Proben, ergab eine annäherend lineare Abhängigkeit im untersuchten Bereich (siehe 
Abb. 12). 
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 Abb. 12: Summation aller ELISA-Signale der jeweils zusammengehörigen Kollagenmengen
Da sichergestellt wurde, dass zu Beginn der ELISA-Prozedur kein weiteres Kollagen mehr durch 
Spülen entfernt werden konnte, sollte die Summe der einzelnen Signale der jeweiligen Ausgangs-
Ergebnisse 54menge entsprechen. Dies gilt allerdings nur für den Fall, dass gleiche Kollagenmengen bei Ad-
sorption auf verschieden großen Oberflächen zum gleichen Signal führen.10 
Auf eine Umrechnung der gemessenen Absorptionen auf absolute Kollagenmengen wurde daher 
verzichtet. In Vorversuchen zeigte sich, dass bei der Adsorption, ausgehend von einem Grundsy-
stem (Adsorption bei 4 °C in phosphatgepufferter Lösung, pH 7,4), ab einem Kollagengehalt von 
0,5 mg/ml bereits nach 15 min Adsorptionsdauer ein Maximalwert des Messignals erreicht wurde. 
Dieser Adsorptionszustand wurde als Standard definiert und für alle weiteren Untersuchungen 
mitgeführt. Die Messwerte in den nachfolgenden Diagrammen sind jeweils auf diesen Standard-
zustand bezogen angegeben. 
Entsprechend der semiquantitativen Abschätzung entspricht die adsorbierte Menge dieses Stan-
dards (Abb. 12) ca. 0,87 µg/Probe (1,1 µg/cm²). 
4.3.1.1.  Adsorptionsverhalten in Abhängigkeit von der Adsorptionszeit
Die Untersuchung der Zeitabhängigkeit wurde bei pH 7,45 in einem phosphatgepuffertem System 
(siehe Abschnitt 3.10.2.) durchgeführt, so dass annähernd physiologische Bedingungen einge-
stellt wurden. 
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 Abb. 13: Abhängigkeit der Kollagenadsorption von der Adsorptionsdauer,  
Bestimmung bei drei verschiedenen Kollagenkonzentrationen der Lösung
Abb. 13 zeigt das Adsorptionsverhalten bei drei verschiedenen Kollagenkonzentrationen. Bei ei-
ner Konzentration11 von 0,5 mg/ml liegt schon nach wenigen Minuten ein Zustand einer maximal 
10. Für den Bereich von 0 - 0,5 µg Kollagen pro Probe wurden keine Signalunterschiede zwischen Oberflächen mit 78 mm² 
bzw. 131 mm² detektiert. Die Auswirkungen einer dichteren Kollagenadsorption werden in Abschnitt 4.3.3.erläutert.
11. Der Begriff Konzentration wird im Folgenden, wie in der Literatur zur Proteinadsorption allgemein verbreitet, für Anga-
ben der Proteinmenge pro Volumen verwendet. 
Ergebnisse 55erfassbaren adsorbierten Kollagenmenge vor. Bei 0,1 mg/ml nähert sich der Kurvenverlauf asym-
ptotisch diesem Wert. Nach 15 min Adsorptionsdauer sind bereits 85 % des maximalen Wertes 
erreicht. Bei einer Konzentration von 0,01 mg/ml wurde im gesamten untersuchten Zeitbereich 
kein Plateauwert erreicht, nach etwa 60 min flacht der Kurvenverlauf jedoch deutlich ab. Der Zu-
stand nach 12 h Adsorption entspricht 70 % bezogen auf die Standardadsorption und weist damit 
eine deutlich geringere adsorbierte Menge auf. 
4.3.1.2. Adsorptionsverhalten in Abhängigkeit von der Kollagenkonzentration
Der Einfluss der Konzentration auf das Adsorptionsverhalten wurde bei drei verschiedenen Zeiten 
wiederum bei pH 7,4 untersucht. Es wurde eine kurze Adsorptionsdauer mit den in der Literatur 
üblichen Werten von 60 und 120 min verglichen. Die kurze Adsorptionsdauer wurde speziell im 
Hinblick auf die Minimierung von verfälschenden Einflüssen durch Aggregatbildung ausgewählt. 
Im Konzentrationsbereich unterhalb von 0,1 mg/ml wird bei keiner der gewählten Zeiten ein 
Gleichgewichtszustand erreicht (siehe Zeitabhängigkeit, Abschnitt 4.3.1.1.), wie dieser bei klassi-
schen Adsorptionsisothermen von gasförmigen Substanzen an Oberflächen vorausgesetzt wird.
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 Abb. 14:   Abhängigkeit der Kollagenadsorption von der Kollagenkonzentration in der Adsorptionslö-
sung, Bestimmung nach drei Adsorptionszeiten
Abb. 14 zeigt, dass ab einer Kollagenkonzentration von 0,5 mg/ml bei allen untersuchten Adsorp-
tionszeiten die maximale Kollagenmenge detektiert wurde. Entsprechend der Erwartungshaltung 
wird dieser Wert bei der längsten Adsorptionsdauer schon bei deutlich niedrigeren Kollagenkon-
zentrationen (ab 0,0625 mg/ml) erreicht.
Ergebnisse 564.3.1.3. Adsorptionsverhalten in Abhängigkeit vom pH-Wert
Für die Untersuchung der pH-Abhängigkeit wurden eine kurze Adsorptionszeit (15 min), sowie 
zwei Kollagenkonzentrationen gewählt, für die bei dem bisher untersuchten pH-Wert von 7,4 in 
dem einen Fall der Plateauwert nahezu erreicht wurde, im anderen Fall die adsorbierte Menge 
deutlich niedriger lag (siehe Abschnitt 4.4.2.2). Die Einstellung der pH-Werte erfolgte gemäß Ab-
schnitt 3.10.4. durch Zugabe von 0,133 M Phosphatpuffer zu der essigsauren Kollagenlösung. In 
Tabelle 8 im Anhang sind die ursprünglichen pH-Werte der eingesetzten Pufferlösungen sowie 
die im System vorliegenden pH-Werte nach Mischen der Lösungen  aufgelistet. Außerdem sind 
die vorliegenden Ionenstärken aufgeführt (Tab. 9).
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 Abb. 15:  Abhängigkeit der Kollagenadsorption vom pH-Wert in der Adsorptionslösung, Bestimmung 
bei zwei Kollagenkonzentrationen
Aus Abb. 15 ist ersichtlich, dass im untersuchten pH-Bereich von 3,5 bis 7,8 der Einfluss des pH-
Wertes auf die adsorbierte Menge vergleichsweise gering ist. Die adsorbierte Menge wird offen-
sichtlich wesentlich stärker von der Kollagenkonzentration beeinflusst (siehe Abb. 14). Bei beiden 
gewählten Kollagengehalten wird im Bereich von 5,8 -7,8 die jeweils größte Kollagenmenge de-
tektiert. Im Fall der verdünnteren Kollagenlösung tritt zusätzlich ein lokales Maximum bei pH 4,2 
auf. 
4.3.1.4. Adsorptionsverhalten in Abhängigkeit von der Ionenstärke
Die Abhängigkeit des Adsorptionsverhaltens von der Ionenstärke wurde untersucht, indem zu-
nächst zu der essigsauren Kollagenlösung Natriumchloridlösungen steigender Ionenstärke gege-
ben wurden. Wiederum wurden die zwei verschiedenen Konzentrationen (vgl. Abschnitt 4.3.1.2.) 
sowie die kurze Adsorptionszeit von 15 min gewählt. Bei der geringeren Konzentration (0,01 mg/
ml Kollagen) konnte im untersuchten Bereich kein Einfluss der Ionenstärke auf die adsorbierte 
Ergebnisse 57Menge festgestellt werden (siehe Abb. 16). Bei der höheren Konzentation (0,1 mg/ml Kollagen) 
wirkte sich dagegen die Ionenstärke signifikant auf die adsorbierte Menge aus. Ohne Zusatz von 
Natriumchlorid wurde eine vergleichsweise niedrige adsorbierte Kollagenmenge (ca. 50 % der 
maximal detektierten Kollagenmenge) ermittelt. Ab einer Ionenstärke von 0,05 wurde ein Plateau-
wert erreicht, der dem Adsorptionswert im phosphatgepufferten System entspricht.
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 Abb. 16: Einfluss der Ionenstärke auf die Kollagenadsorption bei pH 3,5;  
Zugabe von Natriumchloridlösung zu essigsaurer Kollagenlösung
Um den Einfluss der Ionenstärke auch im neutralen pH-Bereich zu untersuchen, wurde der pH-
Wert durch Pufferung mit Hepes eingestellt.  
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 Abb. 17:  Einfluss der Ionenstärke auf die Kollagenadsorption bei pH 7,0;  
Zugabe von Natriumchloridlösung zu Hepes-gepufferter Kollagenlösung
Ergebnisse 58Aus Abb. 17 ist ersichtlich, dass in diesem Fall die adsorbierte Menge nicht durch die Verände-
rung der Ionenstärke beeinflusst wird. Für beide Kollagengehalte entsprechen die Werte in etwa 
den Maximalwerten vom phosphatgepufferten System.
4.3.1.5. Adsorptionsverhalten in Abhängigkeit von der Vorbeschichtung
In Vorversuchen wurde getestet, inwieweit durch Unterbrechung des Adsorptionsvorganges und 
erneutes Einbringen der Proben in frische Adsorptionslösung der Adsorptionsverlauf verändert 
wird. Aus diesen Experimenten ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zu nicht unterbro-
chenem Adsorptionsverlauf. In anschließenden Experimenten wurde untersucht, inwieweit eine 
kurze Vorbeschichtung mit niedrig konzentrierter Kollagenlösung das Adsorptionsverhalten bei ei-
ner weiteren Adsorption aus jeweils höheren Kollagenkonzentrationen ändert (siehe Abschnitt 
3.10.6.). Als Referenzzustand wurde unter identischen Versuchsbedingungen die Adsorption an 
zuvor unbeschichteten Titanoberflächen dokumentiert.  
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 Abb. 18: ELISA-Signale bei Mehrfachadsorption von Tropokollagen an Titan: 1. Balken (grau) - Aus-
gangszustand nach Erstadsorption, 2. und 4. Balken (lachs und orange)  - ELISA-Signal 
nach dem zweiten Adsorptionsschritt mit der höheren Kollagenkonzentration nach 15 bzw. 
60 min, 3. und 5. Balken  (hellgrün, oliv) - Referenzsignal der entsprechenden Kollagenad-
sorption ohne vorherige Adsorption an den Titanoberflächen nach 15 bzw. 60 min, Erstad-
sorption mit 0,001 mg/ml sowie 0,01 mg/ml Tropokollagen, Zweitadsorption mit 0,01 und 
0,1 mg/ml in drei verschiedenen Kombinationen
In Abb. 18 sind die ELISA-Signale der jeweils zusammengehörigen Adsorptionsschritte darge-
stellt. Für alle untersuchten Kombinationen zeigte sich, dass im 2. Adsorptionsschritt eine Erhö-
hung der im ersten Schritt adsorbierten Kollagenmenge erfolgte. Gleichfalls wird deutlich, dass in 
keinem der untersuchten Fälle bei mehrfachbeschichteten Proben eine höhere Menge als bei der 
Ergebnisse 59entsprechenden Referenzadsorption an zuvor nicht behandelte Oberflächen detektiert wurde. Die 
Vorbeschichtung führte im Gegenteil in mehreren Fällen zu einer verminderten Adsorption in be-
zug auf die jeweilige Referenz. Bei der Vorbeschichtung mit 0,001 mg/ml erfolgte bei der anschlie-
ßenden Adsorption in 0,01 mg/ml nach 15 min Zweitadsorption nur ein minimaler Anstieg der ad-
sorbierten Menge. Dies resultierte in einem extremen Unterschied zwischen der zweifach adsor-
bierten Probe und der Referenz. Demzufolge beeinflusst die zunächst adsorbierte sehr geringe 
Kollagenmenge deutlich das Adsorptionsgeschehen in den ersten 25 min der Zweitadsorption. 
Nach der längeren Adsorptionsdauer von 60 min ist der Unterschied zwischen Zweitadsorption 
und Referenzadsorption kaum noch ausgeprägt. Wird bei der gleichen Vorinkubation mit 
0,001 mg/ml als zweite Adsorptionslösung 0,1 mg/ml Kollagen eingesetzt, so sind hier bereits 
nach 15 min Zweitadsorption die Unterschiede zur Referenz minimal (2. Block in Abb. 18). Im Ge-
gensatz dazu bewirkt die Vorbeschichtung mit einer höheren Kollagenkonzentration (0,01 mg/ml), 
die mit einer höheren initialen adsorbierten Kollagenmenge verbunden ist (3. Block), bei der glei-
chen Zweitadsorptionslösung von 0,1 mg/ml eine signifikant (p<0,05) verminderte Kollagenad-
sorption, sowohl in bezug auf die zugehörige Referenz als auch auf den Zustand nach der 
Zweitadsorption bei Vorbeschichtung mit 0,001 mg/ml Kollagen (2. Block). 
4.3.2. Quantifizierung des adsorbierten Tropokollagens mittels  
radioaktiver Markierung
Zur Absicherung der mittels ELISA gewonnenen Ergebnisse zum Adsorptionsverhalten des Trop-
kollagens wurden ausgewählte Untersuchungen mit radioaktiv markiertem Kollagen wiederholt. 
Bei dieser Methode entstehen keine Probleme bei der Kalibrierung, so dass die Bestimmung ab-
soluter adsorbierter Kollagenmengen möglich ist. 
Radioaktiv markiertes Kollagen ist kommerziell als tritiummarkiertes Rattenkollagen erhältlich 
(NEN Life Sciences - Perkin Elmer). Die Tritiummarkierung ist über eine Propylkette kovalent in 
das Kollagenmolekül eingebaut. Die Quantifizierung mit tritiummarkiertem Protein (β-Strahler) ist 
nicht in adsorbierter Form möglich, sondern erfordert die Auflösung der Schichten z.B. durch Ko-
chen mit 6 N Salzsäure. Weiterhin zeigte sich, dass bei Mischungen des markierten Rattenkolla-
gens mit dem in dieser Arbeit untersuchten Kalbshautkollagen die Ergebnisse in Abhängigkeit von 
der zugesetzten Markerkonzentration variierten. Entsprechend dem unterschiedlichen Adsorpti-
onsverhalten von Marker und zu untersuchendem Protein konnte somit dieses markierte Produkt 
nicht eingesetzt werden.
Als Alternative wurde das verwendete Kollagen mit radioaktivem 131Iod wie in Abschnitt 3.7.2. be-
schrieben markiert. Über die gemessene Aktivität des markierten Proteins sowie die spezifische 
Aktivität des 131Iod wurde der Anteil des markierten Kollagens zu Beginn der Arbeiten berechnet. 
Unmittelbar nach der Markierung lag etwa jedes 14. Kollagenmolekül in radioaktiv markierter 
Form vor. Bei Adsorption von Kollagen mit veränderten Anteilen von markierten Spezies zu un-
Ergebnisse 60verändertem Kollagen (siehe Abschnitt 3.7.2.3.) konnte festgestellt werden, dass die markierten 
Kollagenmoleküle kein verändertes Adsorptionsverhalten aufweisen.
4.3.2.1. Adsorptionsverhalten in Abhängigkeit von der Adsorptionszeit 
Analog zu den Adsorptionsuntersuchungen mittels ELISA (siehe Abschnitt 4.3.1.1.) wurde der 
Einfluss der Adsorptionsdauer, wie unter Abschnitt 3.10.2. beschrieben, untersucht. Aus einer Lö-
sung mit einer Kollagenkonzentration von 0,5 mg/ml adsorbierten bereits nach 15 min ca. 90 % 
der maximal  detektierten Menge, welche nach ca. 120 min Adsorptionsdauer erreicht wurde (sie-
he Abb. 19). Bei einer Lösung mit 0,1 mg/ml Kollagen wurde dieser Wert nach ca. 360 min Ad-
sorptionsdauer festgestellt. Die Adsorption aus der vergleichsweise verdünnten Lösung mit 
0,01 mg/ml Kollagen führte nach 360 min zu keinem Plateauwert. 
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 Abb. 19: adsorbierte Kollagenmenge in Abhängigkeit von der Adsorptionsdauer 
Der generelle Kurvenverlauf ist vergleichbar zu den ELISA-Untersuchungen (siehe Abschnitt 
4.3.1.1.). Auffällig ist jedoch die kurze plateauartige Phase im Bereich von etwa 15 - 30 min bei 
0,01 mg/ml Kollagen bzw. 15 - 60 min bei 0,1 mg/ml Kollagen. 
4.3.2.2. Adsorptionsverhalten in Abhängigkeit von der Kollagenkonzentration
Die Abhängigkeit der adsorbierten Menge vom Kollagengehalt der Lösungen wurde nach 120 min 
und nach 360 min Adsorptionsdauer untersucht (Abb. 20).
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 Abb. 20:  adsorbierte Kollagenmenge in Abhängigkeit von der Kollagenkonzentration
Nach 120 min Adsorption wurde nur bei einer Kollagenkonzentration von 0,5 mg/ml der Plateau-
wert erreicht, nach 360 min Adsorption dagegen ab ca. 0,2 mg/ml.  Gegenüber den ELISA-Unter-
suchungen beginnt der ermittelte Bereich maximaler Adsorption erst bei höheren Kollagenge-
halten bzw. nach längerer  Adsorptionsdauer (siehe Abschnitt 4.3.1.2.).
4.3.2.3. Einfluss des pH-Wertes auf die Kollagenadsorption
Die Untersuchungen zum Einfluss der Adsorptionszeit mittels radioaktiven Kollagens belegten, 
wie im Weiteren gezeigt wird (siehe auch Abschnitt 4.3.3.), dass die Adsorption nach 15 min einen 
instabileren Zustand im Vergleich zu längeren Adsorptionszeiten darstellt. Daher wurde für die 
Untersuchungen zum Einfluss des pH-Wertes in Abweichung zu 4.3.1.3. die Adsorptionsdauer 
von 120 min gewählt. Für den Einfluss des pH-Wertes konnten im untersuchten Bereich von 
pH 3,5 bis pH 7,8 (Abb. 21) keine wesentlichen Unterschiede bei beiden gewählten Konzentratio-
nen festgestellt werden.
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 Abb. 21:  adsorbierte Kollagenmenge in Abhängigkeit vom pH-Wert der Kollagenlösung
Ein leichtes Minimum wurde für die höhere Kollagenkonzentration im Bereich von ca. pH 4,5 - 
pH 6 festgestellt. Die pH-Abhängigkeit des Adsorptionsverhaltens nach 120 min entspricht den 
mittels ELISA ermittelten Verhältnissen nach 15 min Adsorptionsdauer (siehe Abschnitt 4.3.1.3.). 
Das Ausmaß des adsorbierten Kollagens wird durch die Kollagenkonzentration der Adsorptions-
lösung wesentlich stärker beeinflusst als durch den vorliegenden pH-Wert.
4.3.3. Gegenüberstellung radioaktive Markierung und ELISA
Um die zum Teil differierenden Ergebnisse der Adsorptionsstudien (insbesondere die Zeit- und 
Konzentrationsabhängigkeit) aufzuklären, wurden an identischen Proben die Quantifizierung so-
wohl über die radioaktive Markierung als auch mittels ELISA durchgeführt. Dabei wurde die Akti-
vität auf den Proben unmittelbar nach Adsorption, die Aktivität in der Blocklösung (2% BSA in 
PBS) sowie in den beiden Antikörperlösungen und schließlich auf den Proben unmittelbar vor der 
enzymatischen Reaktion des ELISAs (Umsatz von p-Nitrophenylphosphat) gemäß Abschnitt 
3.7.2.5. bestimmt.
Die Summen von adsorbierter Menge vor der enzymatischen Reaktion sowie den detektierten 
Kollagenmengen in den Lösungen ergaben nahezu die ursprünglich adsorbierten Mengen (siehe 
Abb. 22 ).
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 Abb. 22: Kollagenmengen nach Adsorption auf den Proben, in der Blocklösung, in den Antikörperlö-
sungen sowie unmittelbar vor der enzymatischen Reaktion des ELISAs; jeweils bezogen 
auf die ursprünglich beschichtete Oberfläche, Adsorptionslösung 0,01 mg/ml Kollagen
Betrachtet man die einzelnen Werte für die Adsorption aus der Kollagenlösung mit der geringsten 
Konzentration (0,01mg/ml Kollagen), so wird deutlich, dass während der ELISA-Prozedur vor al-
lem durch die Blocklösung (2 % BSA in PBS - 12 h bei 4 °C) ein Großteil des adsorbierten Kolla-
gens (ca. 25 - 40 %) desorbiert wird. In den Inkubationsschritten mit den Antikörperlösungen wird 
im weiteren Verlauf eine vergleichsweise geringere Menge desorbiert (< 10 %). Bei der kurzen 
Adsorptionsdauer von 15 min wird prozentual der größte Anteil durch die Blocklösung verdrängt. 
Entsprechend zeigt der Kurvenverlauf der adsorbierten Kollagenmenge unmittelbar vor der Sub-
stratreaktion des ELISAs kein ausgeprägtes Plateau bei kurzen Adsorptionszeiten. Diese nach 
kurzer Adsorptionsdauer vergleichsweise instabil adsorbierten Kollagenmoleküle tragen dem-
nach zu dem unterschiedlichen Kurvenverlauf zwischen den ELISA-Daten und den berechneten 
Werten bei radioaktiver Markierung bei.
Vergleichbare Verhältnisse wurden bei der Adsorption aus Kollagenlösungen mit 0,1 mg/ml und 
0,5 mg/ml Kollagengehalt ermittelt (nicht abgebildet). 
Um die Unterschiede zwischen den beiden eingesetzten Methoden weiter zu beurteilen, ist es in-
teressant zu vergleichen, inwieweit die zum Zeitpunkt der Signalerfassung (Substratreaktion mit 
p-NPP) beim ELISA noch vorhandenen Mengen an adsorbiertem Kollagen mit dem ursprünglich 
adsorbiertem Kollagen korrelieren. In Abb. 23 ist das Verhältnis des adsorbierten Kollagens un-
mittelbar vor der ELISA-Substratreaktion in bezug auf die ursprünglich nach der Adsorption de-
tektierte Menge dargestellt.
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Anteil der adsorbierten Kollagenmenge unmittelbar vor der enzymatischen Reaktion des 
ELISAs bezogen auf die ursprünglich adsorbierte Menge in Abhängigkeit von der Adsorp-
tionsdauer bei drei verschiedenen Kollagenkonzentrationen
Dabei zeichnet sich eine weitgehende Konstanz des Verhältnisses im Bereich von 30 min bis 
360 min Adsorptionsdauer ab. Bei der kürzesten Adsorptionszeit (15 min) ist ein etwas niedrigerer 
Quotient festzustellen. Diese Tatsache deckt sich mit dem höheren Anteil des Kollagens, welcher 
bei kurzen Adsorptionszeiten in der Blocklösung detektiert wurde. 
Von Interesse war nun der direkte Vergleich der ELISA-Signale mit den adsorbierten Kollagen-
mengen unmittelbar vor der Substratreaktion. Der Versuchsaufbau war derart gestaltet, dass die-
selben Proben und somit dieselben adsorbierten Proteinmengen mit den beiden verschiedenen 
Messmethoden quantifiziert wurden (siehe Abschnitt 3.7.2.5.).
In Abb. 24 wurden die Absorptionen des umgesetzten Substrates mit den über die radioaktive 
Markierung berechneten Kollagenmengen gemeinsam dargestellt. Die Achseneinteilung erfolgte 
so, dass die Kurven für die Adsorption aus 0,01 mg/ml Kollagenlösung übereinander liegen. Die 
jeweiligen Kurven weisen tendenziell den gleichen Verlauf auf, allerdings wird deutlich, dass die 
Verhältnisse einzelner Messwerte zwischen beiden Methoden nicht übereinstimmen. Betrachtet 
man z.B. die adsorbierten Mengen nach 360 min Adsorptionsdauer, so ergibt sich für das Verhält-
nis der Kollagenmengen nach Adsorption aus 0,01 mg/ml Kollagenlösung und 0,5 mg/ml Kolla-
genlösung bei radioaktiver Markierung ein Wert von 0,41 während sich für die ELISA-Daten ein 
Wert von 0,6 errechnet. 
Bei vergleichsweise dichter Kollagenbelegung (ca. 0,4 - 0,5 µg/cm²) ist das gemessene ELISA-
Signal nicht mehr proportional zur adsorbierten Kollagenmenge. (Ausreichende Substratsättigung 
bei der enzymatischen Reaktion lag für alle Proben vor.) 
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 Abb. 24:  Bezug der ELISA-Signale (Absorption bei 405 nm) zur mittels radioaktiver Markierung be-
rechneten Kollagenmenge (zum Zeitpunkt der enzymatischen Reaktion) für identische Pro-
ben, Adsorptionsverlauf bei drei verschiedenen Kollagenkonzentrationen 
Bei den Untersuchungen zum Einfluss der Kollagenkonzentration auf das Adsorptionsverhalten 
konnten dieselben Effekte in bezug auf die Desorption von Kollagen während der ELISA-Prozedur 
sowie die schlechte Korrelation von adsorbierter Kollagenmenge zu ELISA-Signal bei hoher Kol-
lagendichte beobachtet werden.
4.3.4. Fibrillogeneseverhalten unter Bedingungen der  
Tropokollagenadsorption
Aus Abb. 25a geht hervor, dass während der Zeitdauer, in der die Adsorptionsexperimente von 
Tropokollagen durchgeführt wurden, keine turbidimetrisch erfassbaren Änderungen in der kon-
zentriertesten Adsorptionslösung (0,5 mg/ml Kollagen) auftreten. Im Vergleich dazu sind die deut-
lich einsetzenden Trübungen im Verlauf der Fibrillogenese bei 34 °C in Abb. 25b dargestellt.
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 Abb. 25: turbidimetrische Erfassung der Änderungen von Kollagenlösungen in 0,067 M Phosphat-
puffer  a) bei 4 °C b) bei 34 °C
4.3.5. Atomkraftmikroskopische Abbildung von  
adsorbiertem Tropokollagen
Adsorbiertes Kollagen wurde nach der Beschichtung in 0,01 mg/ml; 0,1 mg/ml sowie 0,5 mg/ml 
Kollagenlösung mittels Atomkraftmikroskopie untersucht. Als Substrate wurden mit Titan besput-
terte Siliziumwafer eingesetzt. Auf den unbeschichteten Referenzproben waren keine Strukturen 
abbildbar. Zur Abtastung wurden spezielle Cantilever mit einem Spitzenradius von 5 nm verwen-
det, so dass eine höchstmögliche Feinheit der abgebildeten Strukturen gewährleistet wurde. Be-
reits nach 15 min Adsorption aus der Kollagenlösung mit der niedrigsten Konzentration (0,01mg/
ml Kollagen) war ein dichter Film an adsorbierten Kollagenmolekülen erkennbar (Abb. 26a), so 
dass keine einzelnen Moleküle aufgelöst werden konnten. Teilweise sind ineinander verdrillte fa-
denartige Strukturen zu erkennen, die Abschnitte einzelner Kollagenmoleküle darstellen könnten.
Nach Adsorption aus der konzentriertesten Kollagenlösung (0,5 mg/ml) wurde eine deutlich dich-
tere Belegung der Oberfläche abgebildet (Abb. 26b). Die vorhandenen Strukturen weisen auf eine 
netzartige Anordnung der Moleküle hin. Nur kurze Abschnitte (50 - 100 nm) einzelner Moleküle 
bzw. in Aggregaten miteinander verbundener Moleküle sind an der Oberfläche erkennbar, wäh-
rend der Rest von anderen Molekülen/Aggregaten überdeckt wird. Die Proben nach 15 min Ad-
sorption von 0,1 mg/ml Kollagen (nicht abgebildet) entsprachen im Erscheidungsbild den Proben 
nach Adsorption aus der Kollagenlösung mit der höchsten Konzentration.
Ergebnisse 67 Abb. 26: 
a b
adsorbiertes Tropokollagen an titanbesputtertem Siliziumwafer: a) 15 min Adsorption in 
0,01 mg/ml Kollagenlösung, b) 15 min Adsorption in 0,5 mg/ml Kollagenlösung
4.3.6. Immunlokalisation des adsorbierten Kollagens
Als Referenz zu den quantitativen Adsorptionsuntersuchungen wurde die Verteilung des adsor-
bierten Kollagens an zwei ausgewählten Adsorptionszuständen beurteilt. Dabei wurde die ver-
gleichsweise dichte Kollagenbedeckung bei Adsorption aus 0,1 mg/ml Kollagen mit der gerin-
geren Bedeckung nach Adsorption aus 0,01 mg/ml verglichen. Das adsorbierte Kollagen wurde 
mit dem Antikörper, der für die ELISA-Untersuchungen verwendet wurde, inkubiert und anschlie-
ßend mit einem goldmarkiertem Zweitantikörper behandelt. Die detaillierten Bedingungen der Ad-
sorption sowie der Inkubationsschritte sind im Abschnitt 3.8.3. beschrieben. 
 Abb. 27: Immunlokalisation des adsorbierten Tropokollagens bei pH 7,4; nach Inkubation mit mono-
klonalem Antikollagen-Antikörper sowie goldmarkiertem Anti-IgG-Antikörper: 
a) 0,01 mg/ml Kollagen b) 0,1 mg/ml Kollagen
Anhand von Abb. 27 ist ersichtlich, dass bei beiden gewählten Kollagenkonzentrationen die ad-
sorbierten Moleküle gleichmäßig über die Probenoberfläche verteilt sind. Es sind keine lokalen 
Ergebnisse 68Häufungen bzw. Strukturierungen erkennbar. Bei der höheren Kollagenkonzentration ist erwar-
tungsgemäß eine dichtere Anordnung der Goldmarkierung festzustellen. Die Tropokollagenmole-
küle selbst können mittels Rasterelektronenmikroskopie nicht aufgelöst werden. Für die Immunlo-
kalisation wurden die verwendeten Antikörper sehr konzentriert eingesetzt, um eine hohe Anzahl 
an markierten Proteinen zu erzielen. Dennoch kann nicht gewährleistet werden, dass alle adsor-
bierten Kollagenmoleküle vollständig markiert worden sind. Bezugnehmend auf die ELISA-Unter-
suchungen kann man anhand der markierten Epitopdichte davon ausgehen, dass bis zu einer 
Konzentration von 0,1 mg/ml Kollagen in der Adsorptionslösung an der adsorbierten Schicht keine 
sterischen Hinderungen durch zu dichte Antikörperbindung auftreten sollten. An unbeschichteten 
Referenzoberflächen wurden nur sehr vereinzelt Goldpartikel abgebildet. 
4.4. Desorptionsverhalten von Tropokollagen
4.4.1. Untersuchungen des Desorptionsverhaltens mittels ELISA
4.4.1.1. Desorption an kollagenbeschichteten Titanproben
Im Anschluss an die Adsorption des Kollagens war von Interesse, wie die beschichteten Oberflä-
chen sich bei Lagerung unter annähernd physiologischen Bedingungen verhalten: Dazu wurden 
als Desorptionsmedien 0,01 M PBS pH 7,4 als proteinfreies Medium gewählt und im Vergleich 
dazu das Zellkulturmedium DMEM supplementiert mit 10% fötalem Kälberserum, in der exakten 
Zusammensetzung, wie es für die in Abschnitt 4.8. aufgeführten Zellversuche eingesetzt wurde. 
In Abb. 28 und Abb. 29 sind die auf den Proben detektierten Kollagenmengen nach unterschied-
lich langer Desorptionszeit bei 37 °C dargestellt. Die Proben wurden dazu gemäß Abschnitt 
3.11.1. in 0,1 mg/ml bzw. 0,01 mg/ml Kollagenlösung beschichtet. Diese Adsorptionsbedingungen 
entsprechen den unter Abschnitt 3.10.1. bzw. 4.3.1. dargestellten Bedingungen der Adsorption 
und ergeben zum einen eine vergleichsweise dichte Kollagenbeschichtung (0,65 ± 0,03 µg/cm²; 
ca. 80 % des maximal erfassbaren Signals beim ELISA). Zum anderen wurde durch die Adsorp-
tion aus der verdünnteren Kollagenlösung eine Kollagenbeschichtung mit wesentlich geringerer 
Kollagendichte bereitgestellt (0,15 ± 0,07 µg/cm²; ca. 20% des maximal erfassbaren ELISA-Si-
gnals).
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 Abb. 28:  Desorptionsverhalten von Titanoberflächen beschichtet mit Tropokollagen in zwei ver-
schiedenen Desorptionslösungen (Adsorptionslösung: 0,1 mg/ml Kollagen), gestrichelte Li-
nie entspricht dem Signal einer frisch hergestellten Referenzprobe
Die Versuchsdurchführung wurde derart gestaltet, dass alle Proben identisch beschichtet wurden. 
Dann erfolgte ein gestaffelter Beginn der Desorption auf den einzelnen Proben, so dass die Des-
orption aller Proben zum gleichen Zeitpunkt beendet wurde (Rückwärtsansatz). Bis zum Desorp-
tionsbeginn wurden die Proben bei 4 °C gelagert. Durch diese Lagerung bedingt, erfolgte ein 
Absinken des ELISA-Signals der mitgeführten Referenzproben, die nicht der Desorptionslösung 
ausgesetzt wurden (siehe Abb. 28), gegenüber einem frisch adsorbierten Referenzzustand. Ge-
genüber dem mitgeführten Referenzzustand erfolgte bei beginnender Desorption zunächst ein 
Anstieg des Signals. Dabei näherte es sich dem entsprechenden Wert des frisch adsorbierten Re-
ferenzzustandes (grün gestrichelte Linie) an. Nach ca. 4 h Desorptionsdauer sank dann das Si-
gnal im untersuchten Zeitraum kontinuierlich ab. Die Desorption in der proteinfreien PBS-Lösung 
bewirkte gegenüber dem serumhaltigen DMEM im Bereich von 6 bis 24 h Desorptionsdauer ein 
signifikant stärkeres Absinken des Signals.
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 Abb. 29: Desorptionsverhalten von Titanoberflächen beschichtet mit Tropokollagen in zwei ver-
schiedenen Desorptionslösungen (Adsorptionslösung: 0,01 mg/ml Kollagen), gestrichelte 
Linie entspricht dem Signal einer frisch hergestellten Referenzprobe
Bei Desorption der Proben mit geringerer Kollagenbelegung (Abb. 29) war ebenfalls ein lage-
rungsbedingtes Absinken des Signals der Referenzproben zu verzeichnen. Im Verlauf der Des-
orption trat jedoch kein Zwischenanstieg des Signals auf. Die Signale nach Lagerung in 
serumhaltigem DMEM waren nicht signifikant verschieden zur PBS-Lagerung. Im Vergleich zu 
den mit 0,1 mg/ml Kollagen beschichteten Proben erfolgte für beide Desorptionslösungen ein 
deutlich schnelleres Absinken des Signals bezogen auf den Ausgangszustand nach Adsorption.
4.4.1.2. Verfolgung des Signalverlustes
Um weitere Informationen über die Desorption zu gewinnen, wurden innerhalb einer Versuchsse-
rie sowohl die Proben als auch die zur Desorption genutzten Multiwell-Platten hinsichtlich adsor-
biertem Kollagen sowie die Desorptionslösungen in bezug auf in Lösung befindliches Kollagen 
(indirekt durch Adsorption auf neue Platten)12 gemäß Abschnitt 3.11.2. untersucht.
Als Signale sind hier die nicht normierten Absorptionen der umgesetzten Substratlösung darge-
stellt. Alle Oberflächen wurden innerhalb eines Versuchsansatzes mit derselben Antikörperlösung 
in identischen Volumina behandelt und sind insofern direkt miteinander vergleichbar13.
12. Die Etablierung eines ELISAs zur Bestimmung von Kollagen in Lösung in Gegenwart von Serumproteinen in Anleh-
nung an RENARD ET AL. (1982) gelang nur im Konzentrationsbereich > 1 µg/ml. Die indirekte Variante der  Adsorption an 
TCPS-Platten erwies  sich im Konzentrationsbereich 0 bis 1 µg/ml als geeignete Variante der Kollagenbestimmung, da 
das Kollagen nahezu vollständig an die Platte adsorbiert und über Referenzlösungen gut kalibrierbar ist. Der Einsatz 
dieser Methode beschränkte sich jedoch auf reine Kollagenlösungen.  
13. Abb. 30 stellt die Daten eines Einzelexperimentes dar, da hier Messsignale der einzelnen Zustände unmittelbar mitein-
ander verglichen wurden. Daher ergeben sich im Detail Abweichungen zu den Desorptionskurven in Abb. 28, die eine 
Mittelung von drei Versuchsreihen darstellt. Die Grundtendenzen wurden in hier nicht abgebildeten Wiederholungen 
bestätigt. 
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 Abb. 30:  ELISA-Signale nach unterschiedlich langer Desorptionszeit auf den Proben, an den Wän-
den der Desorptionsplatten sowie in den Desorptionslösungen  (Rückwärtsansatz; 10 min 
Substratreaktion; Beschichtung der Proben: 15 min Adsorption in 0,1 mg/ml Kollagenlö-
sung)
Bei der Rückwärtsdesorption tritt wiederum ein extremer Signalverlust bei den Titanproben auf, 
während weder in den zur Desorption genutzten Multiwell-Platten noch in den Desorptionslösun-
gen nennenswerte Signale (siehe Abb. 30) gemessen werden konnten. 
Durch Lagerung von frischem, in PBS gelöstem Kollagen im Bereich von potentiell freigesetzten 
Mengen (0,1 µg bis 1 µg im entsprechenden Desorptionsvolumen) sollte simuliert werden, wie 
sich nach einem Desorptionsschritt vorliegendes noch intaktes Kollagen innerhalb von 48 h La-
gerungsdauer bei 37 °C verhalten würde. Die Signale, die mittels ELISA an der Plattenwand de-
tektiert wurden, sind in Abb. 31 dargestellt14. Zum Vergleich wurden identische Lösungen bei 4 °C 
gelagert, die Signale an den Plattenwandungen dieser Lösungen entsprachen denen frisch be-
schichteter Referenzplatten. Hier ist ein deutlicher Temperatureffekt zu beobachten: die Signale 
nach Lagerung bei 37 °C waren bedeutend niedriger im Vergleich zu denen einer frischen adsor-
bierten Schicht bzw. nach Lagerung bei 4 °C. Dieser Effekt war um so ausgeprägter, je geringer 
die eingesetzte Kollagenmenge war. 
In den Lösungen nach Beendigung dieser simulierten Lagerung bei 37 °C wurde ebenfalls kein 
Kollagen nachgewiesen.
14. Die ELISA-Messung erfolgte in Zusammenhang mit dem oben beschriebenen Ansatz von Abb. 30, so dass die Mess-
werte ebenfalls miteinander vergleichbar sind.
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 Abb. 31:  Inkubation der Desorptionsplatten (TCPS) mit bekannten Mengen Kollagen in je 400 µl 
PBS (10 min Substratreaktion)
Betrachtet man die Signale, die nach der Desorption von den Titanproben an den Desorptions-
platten bzw. nach Adsorption der Desorptionslösung an neuen Platten erhalten wurden (Abb. 28
sowie Abb. 30), so liegen diese Werte noch unter dem Signal von 0,1 µg Kollagen in 400 µl Lö-
sung nach 48 h Lagerung bei 37 °C. Zu beachten ist jedoch, dass während der Desorption die 
desorbierte Menge nicht auf einmal freigesetzt wird, während bei der simulierenden Lagerung die 
Gesamtmenge zum Zeitpunkt t = 0 in der Lösung vorliegt. 
4.4.2. Untersuchungen des Desorptionsverhaltens bei Einsatz von 
radioaktiv markiertem Kollagen
Das Desorptionsverhalten des radioaktiv markierten Kollagens wurde ausgehend von verschie-
denen Beschichtungszuständen bei jeweils zwei verschiedenen Temperaturen (4 °C und 37 °C) 
und in zwei verschiedenen Medien (0,01 M PBS pH 7,4 sowie DMEM mit 10 % fötalem Kälberse-
rum) gemäß Abschnitt 3.11.3. untersucht. Dabei wurden jeweils die adsorbierten Ausgangsmen-
gen, die desorbierten Kollagenmengen, sowohl in der Desorptionslösung als auch an den Gefäß-
wänden der Desorptionsröhrchen sowie die verbliebene Kollagenmenge auf den Proben nach 
Desorption bestimmt. 
In Abb. 32 sowie Abb. 33 sind exemplarisch die Verhältnisse bei Desorption in proteinfreier Des-
orptionslösung (PBS) sowie in proteinhaltiger Lösung (DMEM mit 10 % FKS) dargestellt.
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 Abb. 32: Kollagen an Titanproben, in der Desorptionslösung sowie an der Gefäßwand nach unter-
schiedlich langer Desorptionsdauer - nach Lagerung in PBS  (Angabe der Menge bezogen 
auf die ursprünglich beschichtete Oberfläche), Referenz adsorbierte Menge vor Desorpti-
onsbeginn (0,1 mg/ml Kollagen, 120 min bei 4 °C)
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 Abb. 33: Kollagen an TitanprobenProben, in der Desorptionslösung sowie an der Gefäßwand nach 
unterschiedlich langer Desorptionsdauer - nach Lagerung in DMEM mit 10 % FKS (Angabe 
der Menge bezogen auf die ursprünglich beschichtete Oberfläche), Referenz adsorbierte 
Menge vor Desorptionsbeginn (0,1 mg/ml Kollagen, 120 min bei 4 °C)
Die Einwirkung des proteinhaltigen Mediums führt zu einer etwas stärkeren Desorption. In der pro-
teinfreien Lösung adsorbiert der größte Teil des desorbierten Kollagens an die Gefäßwand, wäh-
rend im proteinhaltigen Medium diese Adsorption durch die Belegung mit den mengenmäßig 
dominierenden Serumproteinen nahezu unterbunden wird.
Ergebnisse 74Im untersuchten Zeitraum trat eine vergleichsweise geringe Freisetzung von Iod aus dem markier-
ten Protein auf (< 5%). Freies Iodid konnte unter den eingesetzten Bedingungen nicht an den 
Oberflächen adsorptiv immobilisiert werden, so dass davon auszugehen ist, dass die gemesse-
nen Signale tatsächlich auf freigesetztes Kollagen zurückzuführen sind.
In den Abbildungen 34a bis 37a sind die verbliebenen adsorbierten Kollagenmengen nach ver-
schiedenen Desorptionszeiten dargestellt, wobei verschiedene Ausgangszustände jeweils mitein-
ander verglichen wurden. In den zugehörigen Abbildungen 34b bis 37b wird die prozentuale 
Menge des detektierten Kollagens in bezug auf die ursprünglich adsorbierte Menge ausgewiesen.
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 Abb. 34: Adsorbiertes Kollagen an verschieden vorbeschichteten Titanproben nach Lagerung in 
PBS bei 37 °C: a) absolute Kollagenmengen, b) prozentualer Bezug auf den jeweiligen 
Ausgangszustand 
Infolge der Lagerung in PBS bei 37 °C erfolgt bei allen untersuchten Zuständen eine deutliche 
Verminderung der adsorbierten Menge (Abb. 34). Die absolute Menge des noch adsorbierten Kol-
lagens ist dabei abhängig von der Ausgangsmenge. Betrachtet man den Anteil des detektierten 
Kollagens in bezug auf die zuvor adsorbierte Kollagenmenge, so zeigt sich ein weitgehend ähnli-
cher Verlauf der Desorption für alle betrachteten Ausgangszustände. Die länger vorbeschichteten 
Proben weisen im Bereich von 1,5 bis 24 h eine etwas langsamere Desorption auf. Infolge der un-
terschiedlichen Ausgangsmengen ist von deutlich verschiedenen Ausgangszuständen des adsor-
bierten Kollagens auszugehen. Dennoch hat die adsorbierte Ausgangsmenge in diesem System 
keinen signifikanten Einfluss auf den relativen Desorptionsverlauf. Nur für einen der untersuchten 
Beschichtungszustände (15 min in 0,01 mg/ml Kollagen) kann davon ausgegeangen werden, 
dass die Desorption nach 48 h abgeschlossen ist. 
In Abb. 35a und b ist die Desorption unter denselben Voradsorptionsbedingungen in serumhalti-
gen Kulturmedium (DMEM) ebenfalls bei 37 °C dargestellt. Im Vergleich zur Desorption mit PBS 
erfolgt in den ersten Stunden eine verstärkte Desorption. Nach 48 h Desorptionsdauer jedoch sind 
die noch verbliebenen Kollagenmengen in beiden Desorptionsmedien weitgehend angeglichen.
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 Abb. 35:  Adsorbiertes Kollagen an verschieden vorbeschichteten Titanproben nach Lagerung in 
DMEM mit 10 % FKS bei 37 °C: a) absolute Kollagenmengen, b) prozentualer Bezug auf 
den jeweiligen Ausgangszustand  
Wiederum zeigt sich eine etwas verzögerte Desorption bei den länger vorbeschichteten 
Zuständen, wobei sich die Proben mit 120 min Inkubation in 0,01 mg/ml Kollagenlösung am sta-
bilsten erweisen.
In Abb. 36 und Abb. 37 sind die Ergebnisse der Desorption bei 4 °C unter ansonsten identischen 
Bedingungen wie in Abb. 34 und Abb. 35 dargestellt. 
Aus den Abbildungen wird deutlich, dass der größte Anteil der desorbierten Menge innerhalb der 
ersten 1,5 h desorbiert. Weiterhin wird nach ca. 6 h Lagerung in PBS ein relativ stabiler Zustand 
erreicht. Die desorbierten Mengen liegen im Bereich von 0,1 - 0,2 µg/cm² (bezogen auf die Aus-
gangsoberfläche) und sind somit wesentlich niedriger als bei 37 °C. Offenbar handelt es sich um 
eine locker gebundene Fraktion, die auch bei 4 °C innerhalb kurzer Desorptionszeiten freigesetzt 
wird. Die länger vorbeschichteten Proben weisen bei der Lagerung bei 4 °C den stabileren Aus-
gangszustand auf. (Abb. 36b). Für die 15 min mit 0,01 mg/ml Kollagenlösung beschichteten Ober-
flächen führt die Desorption von 0,1 µg/cm² Kollagen zu der stärksten relativen Verminderung der 
adsorbierten Kollagenmengen.
Bei Desorption in DMEM (Abb. 37) wird ebenfalls der größte Anteil der desorbierten Menge in den 
ersten Stunden der Desorption freigesetzt. Der Desorptionsverlauf ist nahezu identisch im Ver-
gleich zur Lagerung in PBS. Im Zeitraum von 24 - 48 h erfolgt bei den höheren Ausgangskolla-
genmengen allerdings eine fortgesetzte geringfügige Desorption.
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 Abb. 36:  Adsorbiertes Kollagen an verschieden vorbeschichteten Titanproben nach Lagerung in 
PBS bei 4 °C: a) absolute Kollagenmengen,  b) prozentualer Bezug auf den jeweiligen Aus-
gangszustand 
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 Abb. 37:  Adsorbiertes Kollagen an verschieden vorbeschichteten Titanproben nach Lagerung in 
DMEM mit 10 % FKS bei 4 °C: a) absolute Kollagenmengen, b) prozentualer Bezug auf den 
jeweiligen Ausgangszustand  
Die Unterschiede zwischen den unterschiedlich lange vorbeschichteten Proben wirken sich bei 
der niedrigeren Desorptionstemperatur stärker aus als bei 37 °C. 
Im Unterschied zu der oben beschriebenen Vorgehensweise (Rückwärtsansatz) wurde das Des-
orptionsverhalten weiterhin unter veränderten Startbedingungen betrachtet. Für die entsprechen-
den Untersuchungen (Vorwärtsansatz) wurde die Desorption unmittelbar nach der Adsorption 
begonnen. Dabei wurden die für den Rückwärtsansatz ermittelten Unterschiede im Desorptions-
verhalten in Abhängigkeit von den Vorbeschichtungsbedingungen, vom eingesetzten Desorpti-
onsmedium sowie von der Temperatur bestätigt.   
4.4.3. Vergleich von radioaktiver Markierung und ELISA bei Desorption
Wie bei den Untersuchungen zum Adsorptionsverhalten (siehe Abschnitt 4.3.3.) wurden für iden-
tische Proben die mittels radioaktiver Markierung bestimmten adsorbierten Kollagenmengen mit 
Ergebnisse 77den ELISA-Signalen verglichen. Dazu wurden wiederum die Kollagenmengen unmittelbar nach 
Desorptionsende sowie die direkt vor der enzymatischen Reaktion des ELISAs noch vorhande-
nen Kollagenmengen bestimmt (siehe Abschnitt 3.7.2.5.). 
Die folgenden Grafiken stellen eine Auswahl der untersuchten Zustände dar, die vollzähligen Ab-
bildungen sind im Anhang (Abschnitt 9.5.) aufgeführt.
Mit zunehmender Desorptionsdauer erfolgt bei allen untersuchten Zuständen eine Annäherung 
der zum Zeitpunkt der enzymatischen Reaktion des ELISAs noch vorhandenen Kollagenmengen 
an die unmittelbar nach der Desorption erfassten Mengen. Infolge der Desorption stellen sich 
demnach stabilere Zustände ein. Eine weitere Desorption durch die Behandlung mit BSA-haltigen 
Lösungen während der ELISA-Prozedur findet nur noch in geringem Ausmaß statt. In den ersten 
Stunden der Desorption in PBS wird der erreichte Zustand unmittelbar vor der enzymatischen Re-
aktion des ELISAs vor allem durch die Desorption während des Blockens und der Antikörperinku-
bationen bestimmt und führt zu plateauartigen Phasen im Bereich von ca. 0 bis 4 h (siehe auch 
Abb. 80 a-d im Anhang).
Bei der Lagerung in PBS bei 37 °C (Abb. 38) erfolgt ein extremes Absinken der ELISA-Signale 
(siehe auch Abschnitt 4.4.1.), welche nicht mit der tatsächlich vorhandenen Kollagenmenge kor-
relieren.
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 Abb. 38: Gegenüberstellung der Ergebnisse von radioaktiver Messung und ELISA bei Desorption in 
PBS bei 37 °C (Vorbeschichtung 15 min 0,1 mg/ml Kollagen bei 4 °C), gestrichelte Linie 
entspricht dem ELISA-Signal einer frisch adsorbierten Referenzprobe
Das während der Lagerung in PBS freigesetzte und an die Oberfläche des Desorptionsgefäßes 
adsorbierte Kollagen, das mittels radioaktiver Markierung nachgewiesen werden konnte (siehe 
Abb. 32), wurde durch die Antikörper des ELISAs wiederum nicht erkannt (nicht abgebildet). Bei 
der Lagerung in DMEM ist für den Desorptionsverlauf eine weitaus bessere Korrelation zwischen 
Ergebnisse 78der radioaktiv bestimmten Kollagenmenge und dem ELISA-Signal (Abb. 39) zu erkennen. Die 
ELISA-Signale liegen bei der Desorption in DMEM höher als bei der Desorption mit PBS, obwohl 
die tatsächlich adsorbierten Kollagenmengen deutlich niedriger sind.   
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 Abb. 39: Gegenüberstellung der Ergebnisse von radioaktiver Messung und ELISA bei Desorption in 
DMEM mit 10 % FKS bei 37 °C (Vorbeschichtung 15 min 0,1 mg/ml Kollagen bei 4 °C), ge-
strichelte Linie entspricht dem ELISA-Signal einer frisch adsorbierten Referenzprobe
Wird die Desorption bei 4 °C durchgeführt, so ändern sich die Verhältnisse deutlich. Innerhalb kur-
zer Desorptionszeiten werden locker gebundene Kollagenmoleküle freigesetzt (siehe auch Ab-
schnitt 4.4.2.). Infolge der ELISA-Prozedur erfolgt eine weitere Freisetzung von Kollagen-
molekülen. Bei dem Ausgangszustand (Desorptionszeitpunkt t=0) überlagern sich beide Teilpro-
zesse während der ELISA-Prozedur. Auf den Proben liegen somit zum Zeitpunkt der enzymati-
schen Reaktion für den gesamten Desorptionszeitraum nahezu gleiche Kollagenmengen vor 
(Abb. 40 und Abb. 41 sowie im Anhang Abschnitt 9.5.). 
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 Abb. 40: Gegenüberstellung der Ergebnisse von radioaktiver Messung und ELISA bei Desorption in 
PBS bei 4 °C (Vorbeschichtung 15 min 0,1 mg/ml Kollagen bei 4 °C), gestrichelte Linie ent-
spricht dem ELISA-Signal einer frisch adsorbierten Referenzprobe
Betrachtet man die ELISA-Signale, so zeigt sich ein leicht ansteigender Verlauf. Nach ca. 4 bis 
6 h erreicht das Signal den Wert des entsprechenden frischen Referenzzustandes. Dieses Phä-
nomen tritt gleichermaßen bei der Lagerung in PBS bzw. serumhaltigem Medium auf.
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 Abb. 41: Gegenüberstellung der Ergebnisse von radioaktiver Messung und ELISA bei Desorption in 
DMEM mit 10 % FKS bei 4 °C (Vorbeschichtung 15 min 0,1 mg/ml Kollagen bei 4 °C), ge-
strichelte Linie entspricht dem ELISA-Signal einer frisch adsorbierten Referenzprobe
Ergebnisse 804.5. Immobilisierung von fibrillärem Kollagen
Bereits in den Jahren zwischen 1970 und 1990 wurden intensive Untersuchungen zur Kinetik der 
Fibrillenbildung in vitro unternommen. Dabei wurden verschiedene Lösungsparameter sowie 
Startbedingungen getestet. Ziel der damaligen Untersuchungen war die Beurteilung der Struktur 
der erhaltenen Fibrillen sowie die zugehörige Kinetik. Im Rahmen dieser Arbeit standen Einflüsse 
auf die Fibrillogenese nicht im Mittelpunkt der Betrachtungen. Für weitergehende Informationen 
sei auf die entsprechende Fachliteratur verwiesen. Für diese Arbeit wurde auf die Untersuchun-
gen von HOLMES ET AL. (1986), WILLIAMS ET AL. (1981) zurückgegriffen, die ein phosphathaltiges 
Milieu unter Kaltstartbedingungen als besonders vorteilhaft propagierten. Zur Gewinnung von fi-
brillärem Kollagen wurden im Wesentlichen zwei Grundansätze (A und B siehe Abschnitt 3.12.1.) 
verwendet. Für Ansatz A wurde in Anlehnung an die Adsorptionsuntersuchungen mit Tropokolla-
gen der 0,067 M Phosphatpuffer pH 7,0 nach Sörensen gewählt, während für Ansatz B ein Phos-
phatpuffer mit geringerer Phosphationenkonzentration (0,03 M) mit Zusatz von NaCl eingesetzt 
wurde.
4.5.1. Adsorption von fibrillärem Kollagen
Wurden Titanproben direkt in eine Suspension in vitro rekonstituierter Fibrillen gehängt, so ergab 
sich eine geringe und ungleichmäßige Bedeckung mit fibrillärem Kollagen neben kleineren Aggre-
gaten (siehe Abb. 42).  
a b
 Abb. 42: adsorbiertes fibrilläres Kollagen direkt aus dem unveränderten Rekonstitutionsansatz: 
a) Überblicksaufnahme, b) Detailaufnahme
Durch eine Zentrifugation (10 min bei 10 000 g) konnte eine befriedigende Trennung von fibrillä-
rem Kollagen und kleineren Aggregaten erzielt werden. Proteinbestimmungen der Überstände 
nach Zentrifugation ergaben, dass je nach Fibrillogeneseansatz und Kollagencharge die Einbau-
rate des Tropokollagens in das gewonnene fibrilläre Kollagen zwischen 70 und 80 % lag. Eine Er-
höhung der Beschleunigung bis zu 30 000 g führte zu keiner wesentlichen Veränderung der 
ermittelten Werte für die Einbaurate, dafür jedoch zu einer starken Komprimierung des Kollagen-
pellets. Wurden Titanproben mit dem Überstand beschichtet, so adsorbierten feine Aggregate, die 
Ergebnisse 81mittels REM kaum aufgelöst werden konnten (Abb. 43a). Bei Auftropfen und Trocknen einer sol-
chen Lösung (Abb. 43b) zeigte sich, dass neben den kleineren Aggregaten ebenfalls dünne Fi-
brillen im Überstand verbleiben.
a b
 Abb. 43: Untersuchung des Überstandes nach Zentrifugation: a) Adsorption von kleinen Aggregaten, 
b) Auftropfen sowie Trocknen des Überstandes 
Die schlechte Bedeckung der Oberflächen mit fibrillärem Kollagen resultierte somit u.a. aus der 
Konkurrenz der Fibrillen mit kleineren Aggregaten bzw. Resten von Tropokollagen. Ein zweiter 
wichtiger Aspekt, der die Adsorption von fibrillärem Kollagen betrifft, ist die räumliche Verteilung 
der gebildeten Fibrillen. Erfolgt die Fibrillogenese in einem ruhenden System, so wachsen die 
Fibrillen kreuz und quer durch den mit Lösung ausgefüllten Raum und ergeben ein zusammen-
hängendes Netzwerk. Für eine Beschichtung von Titanoberflächen ist somit eine mechanische 
Bearbeitung des Rekonstitutionsansatzes erforderlich. Rühren während der Fibrillogenese führte 
zu einzelnen Gerinnseln von ineinander verknäuelten Fibrillen (Abb. 44a), die keine zufriedenstel-
lende Adsorption ergaben. Hingegen führte die Behandlung mittels Ultraturrax zu einer verbe-
serten Homogenisation (Abb. 44b). Die Anwendung von Ultraschall bewirkte eine nahezu 
vollständige Auflösung der gebildeten Fibrillen.
ba
 Abb. 44: mechanische Bearbeitung des Rekonstitutionsansatzes: a) Rühren während der Fibrillen-
bildung, b) Homogenisation nach Fibrillenbildung
Ergebnisse 824.5.1.1. Immobilisierung nach Abtrennung von kleinen Aggregaten
Die mehrfache Zentrifugation der gebildeten Fibrillen, mit zwischenzeitlichem Resuspendieren 
der Lösung entsprechend Abschnitt 3.12.2., bewirkte eine deutliche Beeinflussung der adsorbier-
ten Kollagenmengen. Dabei zeigte sich, dass mit zunehmender Anzahl der Zentrifugationsschritte 
die Tendenz zunahm, an allen Oberflächen zu adsorbieren, die Kontakt zu der Suspension hatten. 
Infolgedessen waren deutliche Verluste an fibrillärem Kollagen in der homogenisierten Suspensi-
on zu verzeichnen. Auch eine Vorbehandlung der Gefäße mit Tropokollagenlösung oder BSA-Lö-
sung konnte diese unbeabsichtigte Adsorption nicht verhindern. Bei der quantitativen Ermittlung 
des adsorbierten fibrillären Kollagens ergab sich dementsprechend ein Maximum der immobili-
sierten Kollagenmenge nach 2 bis 3 Zentrifugationsschritten (siehe Abb. 45). 
Für die weiteren Beschichtungen wurde als Standardprozedur eine zweimalige Zentrifugation 
durchgeführt.
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 Abb. 45: adsorbierte Kollagenmenge in Abhängigkeit von der Behandlung der fibrillären Suspension
4.5.1.2. Wiederholbarkeit der Beschichtung
Unter Anwendung der bereits beschriebenen Prozedur mit zweifachem Zentrifugationsschritt wur-
de die Wiederholbarkeit einer Beschichtung mit fibrillärem Kollagen getestet. Dazu wurden iden-
tische Versuchsbedingungen in separaten Rekonstitutionsansätzen miteinander verglichen. Die 
Suspension von fibrillärem Kollagen wurde in drei verschiedenen Medien (Wasser, PBS bzw. 
0,067 M Phosphatpuffer pH 7,4) aufgenommen.  
Aus Abb. 46 wird ersichtlich, dass zwischen den einzelnen Ansätzen unter gleichen Bedingungen 
z.T. größere Unterschiede bestehen als zwischen den verschiedenen Medien. Alle Proben hinge-
gen, die mit derselben Suspension beschichtet wurden, zeigten deutlich geringere Standardab-
weichungen.
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 Abb. 46: Wiederholbarkeit der Adsorption von fibrillärem Kollagen bei dreimaliger Beschichtung 
nach identischer Prozedur (a,b,c); Herstellung der fibrillären Suspension in drei verschie-
denen Medien (Wasser, PBS und 0,067 M Phosphatpuffer pH 7,0)
Abb. 47 zeigt beschichtete Proben aus zwei verschiedenen Ansätzen, die jeweils mit 0,067 M 
Phosphatpuffer pH 7,0 aufgenommen wurden. Deutlich erkennbar ist der Einfluss der Homogeni-
sation der fibrillären Suspension auf das erzielte Adsorptionsergebnis. Bei intensiverer Homoge-
nisation (Abb. 47a) werden die Aggregate verstärkt auseinandergezerrt, woraus sich eine recht 
gleichmäßige aber dünne Beschichtung ergibt, während eine verminderte Homogenisation in grö-
ßeren Aggregaten mit entsprechend größerer immobilisierter Kollagenmenge resultiert (Abb. 
47b).
a b
 Abb. 47: Beschichtung mit fibrillärem Kollagen nach zweimaligem Aufschütteln des abzentrifugierten 
Pellets, Verteilungsmuster des adsorbierten Kollagens nach weitgehend identischer Be-
handlung zweier Rekonstitutionsansätze: bei a) etwas stärkere Homogenisation als bei b)
Als kritischer Punkt bei der Gewährleistung reproduzierbarer Beschichtungsbedingungen kristal-
lisierte sich demnach die Homogenisation des Rekonstitutionsansatzes heraus. Auch bei Einstel-
lung exakt gleicher Parameter, so u.a. die Umdrehungszahl des Ultraturrax, Volumen der Sus-
Ergebnisse 84pension sowie die Form des verwendeten Gefäßes, waren Abweichungen zwischen verschiede-
nen Ansätzen nicht 100 %ig vermeidbar. Daraufhin wurde für vergleichende Untersuchungen je-
weils ein großer Ansatz einer fibrillären Suspension hergestellt, mit der alle Proben beschichtet 
wurden. 
4.5.1.3. Einfluss der Kollagenkonzentration
Durch Veränderung der Kollagenkonzentration der fibrillären Suspension gemäß Abschnitt 
3.12.2.3. kann die Menge des immobilisierten Kollagens beeinflusst werden (siehe Abb. 48). Im 
untersuchten Bereich von 0 bis 1,6 mg/ml wurde noch kein Plateauwert erreicht, wobei ab ca. 
1 mg/ml Kollagen nur noch eine geringe Zunahme der immobilisierten Menge erfolgt.  
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 Abb. 48: adsorbierte Kollagenmenge in Abhängigkeit von der Kollagenkonzentration der fibrillären 
Suspension
4.5.1.4. Einfluss des pH-Wertes 
Der Einfluss des pH-Wertes auf die Adsorption fibrillären Kollagens wurde mittels Resuspension 
des fibrillären Kollagens in Phosphatpufferlösungen verschiedener pH-Werte gemäß Abschnitt 
3.12.2.4. untersucht. Der Bereich der zu testenden pH-Werte wurde durch die Wiederauflösung 
der gebildeten Fibrillen in saurem Milieu beschränkt. 
Aus Abb. 49 wird ersichtlich, dass zwischen pH 6 und 8 keine Unterschiede im Adsorptionsver-
halten auftreten. Bei pH 5,5 erfolgt möglicherweise bereits eine teilweise Auflösung der Fibrillen, 
so dass eine verminderte Adsorption beobachtet wird. Bei niedrigeren pH-Werten war eine nahe-
zu komplette Auflösung des fibrillären Kollagens festzustellen, die zu Adsorption von Kollagen-
mengen unterhalb der Nachweisgrenze der Sirius Red-Bestimmung (1 µg/cm²) führte.
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 Abb. 49: adsorbierte Kollagenmenge in Abhängigkeit vom pH-Wert der fibrillären Suspension
4.5.1.5. Einfluss der Ionenstärke
Um den Einfluss der Ionenstärke auf das Adsorptionsverhalten zu testen, wurde das fibrilläre Kol-
lagen in Wasser mit verschiedenen Zusätzen an Natriumchlorid resuspendiert (gemäß Abschnitt 
3.12.2.5.).  
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
0
1
2
3
4
5
6
7
8
9
im
m
ob
ilis
ie
rte
s 
Ko
lla
ge
n 
[µ
g/
cm
²]
Ionenstärke [mg/ml]
 Abb. 50: adsorbiertes fibrilläres Kollagen in Abhängigkeit von der Ionenstärke  
der fibrillären Suspension
Die in Abb. 50 zu erkennende leichte Verminderung der adsorbierten Kollagenmenge bei zuneh-
mender Ionenstärke erwies sich als nicht signifikant. Ein möglicherweise durch die Beschich-
tungsvarianz überdeckter potentieller Einfluss der Ionenstärke auf die Adsorption von fibrillärem 
Kollagen ist in jedem Fall vergleichsweise gering. 
Ergebnisse 864.5.2. Sequentielle Rekonstitution an der Titanoxidoberfläche
Eine andere Herangehensweise, die zu einer möglichst flächendeckenden Beschichtung mit fibril-
lären Strukturen führen sollte, ergab sich aus dem Ansatz, die schnelle Bedeckung der Oberfläche 
mit nur partiell adsorbierten Tropokollagenmolekülen (Diskussion siehe Abschnitt 5.1.1.) zu nut-
zen, um durch Zuführung von neuer Substratlösung ein Fibrillenwachstum direkt an der Oberflä-
che zu erzielen. Dazu wurde eine hochkonzentrierte Tropokollagenlösung (0,5 mg/ml) für die 
Ausgangsbeschichtung mit Tropokollagen genutzt. Nachfolgend wurde jeweils für die Zeitdauer 
der Nukleationsphase (15 min) bzw. der Nukleationsphase und dem Hauptteil der Wachstums-
phase (45 min) frische Rekonstitutionslösung zugeführt (siehe Abschnitt 3.12.3.). Bereits nach 
zwei solchen Zyklen führten beide Varianten zu höheren adsorbierten Mengen als die zugehörige 
Referenzbeschichtung, bei der die Proben für die Dauer der kompletten Fibrillogenese bis zum 
Erreichen der Plateauphase der Rekonstitutionslösung ausgesetzt wurden. Bei Einbeziehung der 
Wachstumsphase in den Beschichtungszyklus konnte eine höhere Kollagenmenge immobilisiert 
werden. Nach drei wiederholten Zyklen wurde annähernd die mit dieser Methode maximal immo-
bilisierbare Menge erreicht (siehe Abb. 51). Bei Inkubation der Proben jeweils für die Dauer der 
Nukleationsphase stieg die adsorbierte Menge bis zum achten Zyklus noch weiterhin an. Dabei 
ist zu berücksichtigen, dass die summierte Rekonstitutionszeit für die Nukleationsphase-Proben 
120 min betrug, im Fall von Nukleationsphase und Wachstumsphase dagegen 225 min. 
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 Abb. 51: Immobilisierte Kollagenmenge nach wiederholter Zufuhr von frisch bereiteter  
Rekonstitutionslösung bei unterschiedlicher Zyklusdauer
Abb. 52 demonstriert den Zustand nach einmaliger Lagerung der Probe in der Rekonstitutionslö-
sung bei einer Zyklusdauer von 45 min. Es zeigt sich eine durchgängige Bedeckung mit sehr klei-
nen Aggregaten, z.T. wurden dünne 20 – 50 µm lange Fibrillenstücke abgebildet, bei denen die 
typische Querstreifung von Kollagen I jedoch nicht zu erkennen ist. 
Ergebnisse 87a b
 Abb. 52:  sequentielles Wachstum, einmalige Lagerung in Rekonstitutionslösung,  
Zyklusdauer 45 min: a) Übersichtsaufnahme, b) Detailaufnahme
Nach dreimaliger Wiederholung der Lagerung in frischer Rekonstitutionslösung konnte ein ein-
deutiges Wachstum von fibrillären Strukturen verzeichnet werden (Abb. 53a), die schwach aus-
geprägt die, für Kollagen I typische, Querstreifung aufweisen (Abb. 53b) .
a b
 Abb. 53:  sequentielles Wachstum, dreimalige Lagerung in Rekonstitutionslösung,  
Zyklusdauer 45 min: a) Übersichtsaufnahme, b) Detailaufnahme
Im Fall der Inkubation der Proben ausschließlich für die Dauer der Nukleationsphase (15 min-Zy-
klus) wurden nach vergleichbarer Gesamtrekonstitutionsdauer von 120 min bei 8 Zyklen ebenfalls 
fibrilläre Strukturen auf den Proben erhalten (Abb. 54).
a b
 Abb. 54: sequentielles Wachstum, achtmalige Lagerung in Rekonstitutionslösung,  
Zyklusdauer 15 min: a) Übersichtsaufnahme, b) Detailaufnahme
Ergebnisse 88Vergleicht man die Beschichtungsvariante nach zweimaliger Zentrifugation von homogenisiertem 
Kollagen mit dieser sequentiellen Fibrillogenese an den Proben, so ergibt sich für erstere eine hö-
here Menge an immobilisiertem Kollagen bei gleichzeitig deutlicher strukturierten Fibrillen. Ein 
Vorteil der sequentiellen Beschichtung liegt dagegen in der besseren Homogenität der Verteilung 
des adsorbierten Kollagens. Durch die Einstellung der Fibrillogeneseparameter (pH-Wert, Tem-
peratur, Konzentration etc.) ist eine Optimierung sowohl der adsorbierten Menge als auch der 
Struktur der immobilisierten Fibrillen vorstellbar. Für den Parameter pH-Wert zeigte der oben dar-
gestellte pH-Wert von 7,0 die günstigsten Bedingungen (im Bereich von pH 6,0 bis pH 8,0) hin-
sichtlich der Struktur der erhaltenen Fibrillen sowie des erforderlichen Zeitaufwandes.
Im Vergleich zur erstgenannten Beschichtungsvariante erforderte die Beschichtung mittels se-
quentieller Fibrillogenese eine größere Menge an Kollagen und war zusätzlich mit einem deutlich 
höheren zeitlichen Aufwand verbunden. Dementsprechend wurde für die weiteren Untersuchun-
gen im Hinblick auf die bereitzustellenden Probenzahlen für die Zellexperimente die erste Metho-
de mit separater Fibrillogenese, Homogenisation und zweifacher Zentrifugation eingesetzt und 
auf weitere Optimierungen der sequentiellen Rekonstitution verzichtet.
4.6. Charakterisierung der Beschichtung mit  
fibrillärem Kollagen
4.6.1. Abbildende Verfahren 
Typische rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Beschichtung von Titanproben mit fi-
brillärem Kollagen nach dem Standardansatz (siehe Abschnitt 3.12.4.) zeigen Abb. 55a und b.
a b
 Abb. 55: typisches rasterlektronenmikroskopisches Erscheinungsbild von adsorbiertem fibrillärem 
Kollagen nach Beschichtung mit dem Standardansatz: a) Überblicksaufnahme b) Detailauf-
nahme
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Mittels AFM kann die für Kollagen I typische Querstreifung nachgewiesen werden (Abb. 56a). 
 Abb. 56: AFM-Abbildung von adsorbiertem fibrillärem Kollagen: a) Bereich dichter Kollagenbede-
ckung (Amplitudendarstellung), b) Detailaufnahme eines fibrillenfreien Bereiches der Ober-
fläche (Höhendarstellung)
An den scheinbar unbedeckten Stellen sind kleine Aggregate nachweisbar (Abb. 56b), so dass 
eine vollständige Bedeckung der Oberfläche mit Kollagen gewährleistet ist. 
Bei Analyse der Höhenprofile von einzeln liegenden adsorbierten Fibrillen war eine auffällige Ab-
flachung der Fibrillen mit einem Verhältnis von ca. 1:5 bis 1:10 feststellbar (nicht abgebildet). Mit-
tels REM konnte an Übergangsbereichen von frei hängenden Bereichen (Überspannen von 
Schleifriefen) zu adsorbierten Fibrillen eine Verbreiterung der Fibrillen im adsorbierten Zustand 
abgebildet werden (siehe Abb. 57). 
 Abb. 57: adsorbiertes fibrilläres Kollagen, das Schleifriefen von polierten Titanproben überspannt
Ergebnisse 904.6.2. Immunlokalisation
Bei der Inkubation der adsorbierten Schichten mit kollagenspezifischem und goldmarkiertem An-
tikörper zeigten die Bereiche mit fibrillärem Kollagen eine sehr dichte Markierung durch die Gold-
kügelchen. An den fibrillenfreien Bereichen konnte ebenfalls Kollagen detektiert werden. Dies 
steht in Übereinstimmung mit der AFM-Abbildung, in der zwischen adsorbiertem fibrillärem Kolla-
gen kleinere Aggregate abgebildet wurden (siehe Abb. 56b).  
a b
 Abb. 58: Detektion des adsorbierten Kollagens mit goldmarkiertem Antikörper (silberverstärkt): 
a) Überblicksaufnahme b) Detailaufnahme
4.6.3. Stabilität der Beschichtung mit fibrillärem Kollagen
Die Zielsetzung der nachfolgend beschriebenen Remobilisierungsversuche lag primär in der be-
absichtigten vollständigen Ablösung von immobilisiertem Kollagen, um dieses in Lösung quantifi-
zieren zu können. Daneben erlauben diese Untersuchungen jedoch Aussagen zur Stabilität der 
hergestellten Beschichtung. Zunächst wurde adsorbiertes fibrilläres Kollagen verdünnten Säuren 
(0,01 M - 0,1 M HAc oder HCl) ausgesetzt, um es in Form von Tropokollagen wieder in Lösung zu 
überführen. Nach 20 h Lagerung in 0,1 M HCl waren auf den Oberflächen jedoch nach wie vor fib-
rilläre Strukturen mittels REM abbildbar (Abb. 59a). Bei zusätzlicher Ultraschallbehandlung waren 
zwar kaum noch dreidimensionale Strukturen vorhanden, das ursprüngliche Verteilungsbild war 
jedoch noch erkennbar (Abb. 59b). 
a b
 Abb. 59: beschichtete Oberflächen nach Behandlung in 0,1 M HCl: a) 20 h Schwenken; b) 15 min 
Ultraschall
Ergebnisse 91Die deutliche Kontrastierung zwischen den hellen Bereichen sowie den dunklen Strukturen kann 
auf die Anwesenheit von Proteinresten zurückgeführt werden, die in ihrer dreidimensionalen An-
ordnung jedoch nicht mehr aufgelöst werden können.
4 M Guanidiniumchloridlösung und 2 - 8 M Harnstofflösung als chaotrope Reagenzien sowie Na-
triumdodecylsulfatlösung (SDS) werden üblicherweise zum Entfalten von Proteinketten und damit 
zum Auflösen von Aggregaten verwendet. Sie bewirken u.a. eine Minimierung von hydrophoben 
Wechselwirkungen. Bei Einsatz dieser Lösungen konnte anhand von rasterelektronenmikrosko-
pischen Untersuchungen ebenfalls nur eine unvollständige Remobilisierung festgestellt werden 
(siehe exemplarisch Abb. 60a für GuCl ). 
a b
 Abb. 60: beschichtete Oberflächen nach Behandlung mit: a) 4 M GuCl; b) 1 M NaCl im Ultraschall
Bei der Ionenaustausch-Chromatographie werden Lösungen hoher Ionenstärken zur Desorption 
von Proteinen genutzt. So wurde der Einfluss von 1 M Natriumchloridlösung auf die adsorbierten 
Schichten von fibrillärem Kollagen getestet. Durch diese Behandlung konnte keine signifikante 
Desorption des Kollagens erzielt werden (Abb. 60b).
4.6.4. Lagerung unter physiologischen Bedingungen
Für die anschließenden zellbiologischen Untersuchungen sowie den angestrebten klinischen Ein-
satz ist die Stabilität unter physiologischen Verhältnissen ein wichtiger Faktor. Als Untersu-
chungsmedien wurden die vergleichsweise einfach zusammengesetzte rein anorganische PBS-
Pufferlösung sowie das für die Zellversuche verwendete Zellkulturmedium DMEM (supplementiert 
mit 10 % FKS) ausgewählt. Die gemäß Abschnitt 3.13.2. durchgeführten Desorptionsstudien be-
legen, dass im Zeitraum bis zu 14 Tagen bei beiden Medien keine Freisetzung der adsorbierten 
Fibrillen erfolgt (Abb. 61).
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 Abb. 61: Lagerung von beschichteten Proben in zwei unterschiedlichen Medien, unter annähernd 
physiologischen Bedingungen im Zeitraum von 0 bis 14 Tagen bei 37 °C (Quantifizierung 
mittels Sirius Red) 
Neben der quantitativen Erfassung wurde auch die Erkennbarkeit durch den, für die Tropkollagen-
adsorptionsuntersuchungen bereits genutzten, monoklonalen Antikörper nach unterschiedlicher 
Lagerung getestet (analog zu Abschnitt 3.7.1.). Sowohl bei Lagerung in PBS als auch in serum-
haltigem Medium traten keine Veränderungen im detektierten ELISA-Signal auf (Abb. 62). Die 
Höhe des Signals liegt bei etwa 180 % gegenüber der Referenzadsorption von Tropokollagen. Bei 
einem Verhältnis der ermittelten adsorbierten Kollagenmengen von ca. 5:1 (fibrilläres Kollagen/ 
Tropokollagen) wird offensichtlich nur ein Bruchteil des immobilisierten Kollagens durch den An-
tikörper erfasst. Substratmangel für die enzymatische Reaktion lag im untersuchten Bereich nicht 
vor. Es ist davon auszugehen, dass die Höhe des Signals durch die Zugänglichkeit des Antikör-
pers, insbesondere zu den in Fibrillen eingebauten Molekülen, beschränkt wird. Aus der Konstanz 
des ELISA-Signals über den beobachteten Zeitraum lässt sich somit als Mindestaussage ablei-
ten, dass die Gesamtanzahl der erkannten Epitope im Verlauf der Lagerung unverändert bleibt. 
Damit unterscheidet sich das Verhalten des fibrillären Kollagens deutlich von der Lagerung des 
Tropkollagens unter vergleichbaren Bedingungen.
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 Abb. 62: Lagerung von beschichteten Proben in zwei unterschiedlichen Medien, unter annähernd 
physiologischen Bedingungen im Zeitraum von 0 bis 15 Tagen bei 37 °C (Untersuchung 
mittels ELISA)
4.7. Infrarotspektroskopie von adsorbiertem Kollagen
Die für die zellbiologischen Untersuchungen ausgewählten Probenzustände (siehe Abschnitt 
3.14.) wurden mittels FTIR-Spektroskopie analysiert. Als Referenz wurde separat fibrilliertes Kol-
lagen ohne Wechselwirkung mit Oberflächen in Transmission aufgenommen (siehe Abb. 63). Ge-
genüber der Referenz (grüne Linie) wurden Veränderungen der Banden in der Amid I-Region 
(1630 - 1665 cm-1) sowie der Amid II-Region (1540 - 1560 cm-1) festgestellt. Im Bereich der Amid 
I-Region erfolgte für beide adsorbierte Kollagenzustände eine Intensivierung der Schulter bei 
1630 cm-1 im Verhältnis zum Peak bei 1658 cm-1. Das Maximum der Amid II-Bande wurde von 
1558 cm-1 auf ca. 1545 cm-1 verschoben. Insgesamt war eine Verminderung der Intensität der 
Amid I-Region im Verhältnis zur Amid II- und Amid III-Region zu beobachten. Diese war am stärk-
sten bei adsorbiertem Tropokollagen ausgeprägt. Die Banden im Bereich von 950 - 1100 cm-1 im 
Referenzspektrum sind dem Phosphat zuzuorden, da während der Präparation kein Waschschritt 
durchgeführt werden konnte. In den anderen Bereichen des aufgenommenen Spektrums (530 - 
4000 cm-1) waren keine Änderungen erkennbar (siehe Abschnitt 9.6. im Anhang). Die Spektren 
des luftgetrockneten fibrillären Kollagens unterschieden sich nicht von den in Lösung aufgenom-
menen Spektren. Ebenfalls waren keine Unterschiede der Banden zwischen feuchtem Tropokol-
lagen und feuchtem fibrillären Kollagen zu erkennen (siehe Abschnitt 9.6. im Anhang).
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4.8. Zellbiologische Untersuchungen
Für die zellbiologische Beurteilung der Kollagenbeschichtung wurden drei Probenzustände ge-
mäß Abschnitt 3.14. untersucht: (1) unbeschichtete Proben als Referenz, (2) adsorbiertes Tropo-
kollagen (TK) sowie (3) adsorbiertes fibrilläres Kollagen (FK). Als Substrat wurden aufgrund der 
höheren klinischen Relevanz polierte TiAl6V4-Proben eingesetzt. Die Charakterisierung der Pro-
benzustände ist den Abschnitten 4.3., 4.6. sowie ergänzend Abschnitt 9.7. im Anhang zu entneh-
men. 
4.8.1. Adhärenz von Osteoblasten
Die initiale Reaktion von primären Osteoblasten auf die zu untersuchenden Probenzustände wur-
de anhand von Adhärenzuntersuchungen beurteilt. Die Durchführung der Zellexperimente sowie 
die quantitative Auswertung erfolgte am Institut für Physiologische Chemie bzw. am Institut für 
Anatomie des Universitätsklinikums der TU Dresden. Die wesentlichen Ergebnisse dieser Unter-
suchungen wurden unter GEISSLER ET AL. (2000) sowie ROEHLEKE ET AL. (2001) veröffentlicht. 
Die mit Kollagen modifizierten Oberflächen weisen eine deutliche Beschleunigung der Adhärenz 
der Osteoblasten auf, wobei das fibrilläre Kollagen einen etwas größeren Einfluss zeigt (siehe 
Abb. 64). Im untersuchten Bereich von 32 000 Zellen/cm² bis 128 000 Zellen/cm² trat dieser Effekt 
unabhängig von der Zellzahl auf. Nach ca. 60 min war die Adhärenz auf allen untersuchten Pro-
benzuständen vergleichbar und erreichte ca. 95 % in Bezug auf die Ausgangszellzahl. Da die Zel-
len innerhalb eines Tropfens von 100 µl auf die Oberflächen aufgebracht wurden, bestand für alle 
Zellen die Möglichkeit einer 100 %igen Adhärenz.
Ergebnisse 950
20
40
60
80
100
120
10 min 20 min 30 min 1 h 6 h 24 h
Zeit
A
nt
ei
l a
dh
är
en
te
r Z
el
le
n 
[%
]
TiAl6V4 unbeschichtet Tropokollagen
Kollagen, fibrillär Polystyrol
 Abb. 64: Kinetik der Osteoblastenadhäsion in serumhaltigen Medium (DMEM), 32 000 Zellen /cm², 
entnommen aus GEIßLER ET AL. (1999)
Zu jedem Zeitpunkt der quantitativen Bestimmung wurden zusätzlich rasterelektronenmikroskopi-
schen Aufnahmen von parallel angesetzten Proben angefertigt. In Abb. 65 bis Abb. 67 sind typi-
sche Erscheinungsbilder stellvertretend für den Zeitpunkt 30 min Adhäsionsdauer dargestellt. Die 
bei der Aussaat runden Zellen adhärieren gleichmäßig verteilt an allen untersuchten Oberflächen 
und beginnen sich im adhärierten Zustand auszubreiten. Nach 30 min Adhärenz sind die Zellen 
auf den kollagenbedeckten Oberflächen schon deutlich abgeflachter (siehe Abb. 66 und Abb. 67). 
Die Zellen auf unbeschichteten Oberflächen sowie auf Tropokollagen bilden kleine zelluläre Fort-
sätze in verschiedene Richtungen (siehe Abb. 65 und Abb. 66), während auf den Zuständen mit 
fibrillärem Kollagen deutlich ausgerichtete Fortsätze entlang von fibrillären Strukturen gehäuft auf-
treten (siehe Abb. 67 sowie im Detail Abb. 68).
a b
 Abb. 65: Adhäsion von primären Calvariazellen auf TiAl6V4 nach 30 min Adhäsionsdauer: a) Über-
blicksaufnahme b) Detailaufnahme 
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 Abb. 66: Adhäsion von primären Calvariazellen auf TiAl6V4 (beschichtet mit Tropokollagen) nach 
30 min Adhäsionsdauer: a) Überblicksaufnahme b) Detailaufnahme 
a b
 Abb. 67: Adhäsion von primären Calvariazellen auf TiAl6V4 (beschichtet mit fibrillärem Kollagen) 
nach 30 min Adhäsionsdauer: a) Überblicksaufnahme b) Detailaufnahme 
 Abb. 68: zelluläre Fortsätze von primären Calvariazellen auf TiAl6V4 (beschichtet mit fibrillärem Kol-
lagen) nach 30 min Adhäsionsdauer (Detailaufnahme)
Nach 6 h Adhäsionsdauer waren alle Oberflächen so dicht mit Zellen besiedelt, dass keine gene-
rellen Unterschiede mehr festgestellt werden konnten.
Ergebnisse 97Die unterschiedliche Morphologie der adhärierenden Zellen in Abhängigkeit von der Oberflächen-
modifizierung wurde durch LSM-Abbildungen von fluoreszenzmarkierten Zellen [ROEHLEKE ET AL., 
2001] bestätigt. Auf den kollagenbeschichteten Proben war wiederum eine beschleunigte Abfla-
chung der initial runden Zellen zu beobachten. Bereits nach 30 min Adhärenz konnte anhand der 
Kolokalisation von Vinculin und Actin die Bildung von fokalen Adhäsionskomplexen nachgewie-
sen werden. Nach 90 min waren die fokalen Adhäsionskomplexe an den Ausläufern der Stressfa-
sern in der Nähe der Zellmembran lokalisiert, während sie auf den unbeschichteten Proben weit-
gehend diffus angeordnet waren. Nach einer Adhäsionsdauer von mehr als 2 h waren keine deut-
lichen Unterschiede mehr zu beobachten.
Mittels Blockierung von RGD-Bindungsstellen sowie von Integrin β1-Rezeptoren der Zellen wurde 
der Mechanismus der Zelladhärenz untersucht (siehe Abb. 69).
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 Abb. 69: Einfluss von GRGDSP-Peptid und Anti-β1-Integrin-Antikörpern auf die Zelladhäsion,  
entnommen aus GEIßLER ET AL. (1999)
Die Blockierung der RGD-Bindungsstelle führte zur verminderten Adhärenz auf den unmodifizier-
ten Oberflächen sowie der Polystyrolkontrolle, während auf den kollagenbeschichteten Proben 
die Adhärenz unverändert blieb. Wurden dagegen die Integrin β1-Rezeptoren blockiert, so erfolg-
te eine drastische Verminderung der Zelladhärenz auf den kollagenbeschichteten Proben. Dabei 
konnten keine Unterschiede zwischen der Beschichtung mit Tropokollagen oder fibrillärem Kolla-
gen detektiert werden.
4.8.2. Stabilität der Beschichtung bei Besiedlung mit Osteoblasten
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Beschichtung mit fibrillärem Kollagen unter Zellkultur-
bedingungen im untersuchten Zeitraum von 14 Tagen vollständig erhalten blieb (siehe Abb. 61), 
war nun interessant, inwieweit die Beschichtung bei Besiedlung mit Osteoblasten verändert wur-
Ergebnisse 98de. Dazu wurden Osteoblasten, wie in Abschnitt 3.14.2. beschrieben ausgesät, kultiviert und nach 
4, 8 und 15 Tagen trypsiniert. Die Trypsinbehandlung einer mit fibrillärem Kollagen beschichteten 
Referenzoberfläche führte zu keinen abbildbaren Veränderungen.
Auf den unbeschichteten Oberflächen waren über den gesamten untersuchten Zeitraum verein-
zelt Plaques zu erkennen (Abb. 70 und Abb. 71), die in der dritten Dimension nicht aufgelöst wer-
den konnten. Weitere, durch die Besiedlung mit Zellen hervorgerufenene, Strukturen wurden im 
Zeitraum von 4 bis 15 Tagen Zellwachstum nicht festgestellt (Abb. 70 und Abb. 71).
a b
 Abb. 70: mit Rattencalvariazellen besiedeltes TiAl6V4, trypsiniert nach 4 Tagen Kulturdauer:  
a) Überblicksaufnahme b) Detailaufnahme
a b
 Abb. 71: mit Rattencalvariazellen besiedeltes TiAl6V4, trypsiniert nach 15 Tagen Kulturdauer: 
a) Überblicksaufnahme b) Detailaufnahme
a b
 Abb. 72: mit Rattencalvariazellen besiedeltes TiAl6V4 (beschichtet mit fibrillären Kollagen),  
trypsiniert nach 4 Tagen Kulturdauer: a) Überblicksaufnahme b) Detailaufnahme
Ergebnisse 99Die mit fibrillärem Kollagen beschichteten Proben zeigten nach 4 Tagen Zellkulturdauer ein typi-
sches Verteilungsbild von adsorbiertem Kollagen (Abb. 72). Die einzelnen Fibrillen waren jedoch 
nur teilweise strukturiert, die typische Querstreifung war nicht mehr durchgängig zu erkennen 
(Abb. 72b). Im weiteren Verlauf der Zellbesiedlung wurde das fibrilläre Kollagen verstärkt abge-
baut. Nach 15 Tagen Kulturdauer waren auf großflächigen Bereichen der Proben keine fibrillären 
Strukturen mehr nachweisbar. In der Überblicksaufnahme (Abb. 73a) sind Schleier von adsorbier-
tem Protein erkennbar, die z.T. in Form von gerinnselartige Strukturen vorliegen (Abb. 73b).
a b
 Abb. 73: mit Rattencalvariazellen besiedeltes TiAl6V4 (beschichtet mit fibrillären Kollagen),  
trypsiniert nach 15 Tagen Kulturdauer: a) Überblicksaufnahme b) Detailaufnahme
Daneben exsitierten aber auch einzelne Bereiche (vorwiegend am Rand der Proben), in denen 
Reste fibrillären Kollagens nachweisbar waren (Abb. 74a). Dort konnten auch dreidimensionale 
Fibrillen mit der typischen Querstreifung abgebildet werden (Abb. 74b). 
a b
 Abb. 74: mit Rattencalvariazellen besiedeltes TiAl6V4 (beschichtet mit fibrillären Kollagen),  
trypsiniert nach 15 Tagen Kulturdauer, Randbereich der Probe: 
a) Überblicksaufnahme b) Detailaufnahme
Betrachtet man die kollagenbedeckten Bereiche, so erkennt man Stellen, die den Eindruck einer 
lokalen Auflösung hinterlassen. Am Übergangsbereich zu der erdnussförmigen freien Stelle in 
Abb. 75 trat ein zunehmender Verlust an dreidimensionalen Strukturen auf. Weiterhin wurden 
ovale Ausrichtungen der Kollagenfibrillen abgebildet (siehe Pfeil in Abb. 75), die bei der adsorpti-
ven Beschichtung der Proben mit fibrillärem Kollagen in keinem Fall beobachtet wurden.
Ergebnisse 100 
a b
 Abb. 75: mit Rattencalvariazellen besiedeltes TiAl6V4 (beschichtet mit fibrillären Kollagen), trypsi-
niert nach 15 Tagen Kulturdauer a) lokaler Kollagenabbau b) Detailaufnahme
Der Zustand nach 8 Tagen Kulturdauer stellt einen Übergang zwischen den hier dokumentierten 
Zeitpunkten dar und wurde daher aus Gründen der Übersichtlichkeit nicht abgebildet. Das Vertei-
lungsbild von fibrillärem Kollagen war noch großflächig erkennbar, die dreidimensionale Struktur 
der Fibrillen war jedoch nicht mehr ausgeprägt. Tropokollagen konnte mittels REM nicht abgebil-
det werden. Auf den mit Tropokollagen beschichteten Proben zeigten sich vereinzelte, nicht struk-
turierte Proteinplaques, die vergleichbar zu den Oberflächenzuständen der unbeschichteten 
Proben  waren.
Infolge der Zellbesiedlung erfolgt demnach ein Abbau des adsorbierten Kollagens. Nur in Rand-
bereichen mit geringerer Zelldichte waren nach 15 Tagen noch fibrilläre Strukturen nachweisbar. 
Inwieweit unmittelbar an der Oberfläche noch molekulare Reste des Kollagens vorhanden sind, 
kann anhand dieser Methode nicht beurteilt werden. 
Obwohl im Verlauf der Zellkultur neues Kollagen durch die Zellen synthetisiert wurde [BECKER ET 
AL., 2001; FISCHER, 2003], konnten weder an fixierten Zellen noch an den trypsinierten Proben 
neue fibrilläre Strukturen nachgewiesen werden. Mittels Fluoreszenzmarkierung wurde ein diffu-
ser Film in unmittelbarer Nähe der Zelloberfläche nachgewiesen.
Diskussion 1015. Diskussion
Die Untersuchungen zum Adsorptionsverhalten von Kollagen erfolgten aus sterischen und analy-
tischen Gründen für Tropokollagen und fibribrilläres Kollagen separat. Daher sollen diese beiden
Schwerpunkte auch in der Diskussion getrennt betrachtet werden.
5.1. Tropokollagen
5.1.1. Adsorptionsverhalten
Grundvorstellungen
Für eine Interpretation des Adsorptionsverhaltens ist es nützlich, sich zunächst die räumliche An-
ordnung von adsorbierten Kollagenmolekülen zu veranschaulichen.
Ausgehend von den bekannten Daten des Tropokollagenmoleküls (300 nm Länge; 1,5 nm Durch-
messer, Molekulargewicht 285 kDa) kann man die theoretische Menge an Kollagen berechnen,
die eine Monolage bei einer strengen Seit-an-Seit-Lage der zylinderförmig angenommenen Mo-
leküle  ergeben würde.
Anzahl der Moleküle pro cm²:
Menge pro Monolage:
für A = 1 cm²:
Dieser berechnete Wert für eine dichtgepackte Monolage wird nach Adsorption aus der  Kollagen-
lösung mit der geringsten Konzentration (0,01 mg/ml) bereits nach 15 Minuten Adsorptionsdauer
erreicht (siehe Abschnitt 4.3.2.1.). Bei Anwendung höher konzentrierter Adsorptionslösungen lie-
gen für diese Adsorptionsdauer Kollagenmengen vor, die Vielfachen der Monolage entsprechen.  
Als maximale adsorbierte Kollagenmenge wurde mittels radioaktiver Markierung ein Wert von
0,94 ± 0,08 µg/cm² bestimmt. Dies entspricht dem 9- bis 10-fachen einer Monolage bzw. einer
mittleren Kontaktfläche von 45 - 50 nm² (4500 - 5000 Å²) pro Kollagenmolekül, unter der Annah-
me, dass jedes Kollagenmolekül nur mit einem Bruchteil seiner Moleküllänge mit dem Substrat
wechselwirkt. Eine weitere Interpretation zur Anordnung dieser adsorbierten Kollagenmenge
wäre die Ausbildung von Multilayern, bei denen die obersten Proteinschichten keine Wechselwir-
kungen zur Substratoberfläche ausbilden. Aufgrund der fibrillenbildenden Eigenschaften des Kol-
Z A AKollagen⁄=
Z 1 cm²
1,5 nm 300 nm⋅
----------------------------------- 0 22 1012⋅,==
m M n⋅=
m
M Z⋅
NA
------------=
m 285 000 g/mol 0,22 10
12
mol⋅ ⋅
6 022 10
23⋅, cm²⋅
------------------------------------------⋅=
m 0,104 µg/cm²=
Diskussion 102lagens und damit der erhöhten Tendenz, im neutralen pH-Bereich Aggregate bzw. Fibrillen zu 
bilden, kann eine Immobilisierung von Kollagenmolekülen durch reine Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen nicht ausgeschlossen werden. Die dokumentierte Anwesenheit von Dimeren in der Ad-
sorptionslösung (siehe Abschnitt 4.1.1. und 4.1.3.) stellt einen speziellen Fall dar. In einzelnen 
Anordnungen könnte ein Adsorptionszustand existieren, in der eins der beiden Kollagenmoleküle 
nicht mit der Substratoberfläche wechselwirkt (Abb. 76c, rechter Teil). Andererseits existiert die-
ser Protein-Protein-Kontakt bereits vor dem Adsorptionsschritt. Bei Adsorption aus konzentrierten 
Lösungen wird sehr schnell (innerhalb der ersten Minuten) eine große adsorbierte Menge erreicht, 
während im weiteren Verlauf der Wert nur noch langsam ansteigt. Dies deutet darauf hin, dass 
zumindest bei kurzen Adsorptionszeiten die Substrat-Protein-Wechselwirkungen dominant sind. 
Die berechnete Kontaktoberfläche liegt deutlich über der in der Literatur angegebenen mittleren 
Kontaktoberfläche, ab der die Wahrscheinlichkeit der Desorption minimal wird (siehe Abschnitt 
1.4.4.). Dieser Wert ist für verschiedene Proteine nahezu unabhängig von der Molekülgröße bzw. 
dem Molekulargewicht – selbst für Myosin mit einem Molekulargewicht von 600 kDa beträgt die 
Fläche nur 145 Å² [MACRITCHIE, 1978]. Die Kollagenkontaktoberfläche liegt weiterhin größenord-
nungsmäßig deutlich über der für BSA beobachteten maximalen Kontaktoberfläche von 534 Å². 
In der Literatur wurde das Kollagenmolekül aufgrund von viskoelastischen Untersuchungen von 
NESTLER ET AL. (1983) als semiflexibles Stäbchen betrachtet. AMIS ET AL. (1985) postulierten dar-
auf aufbauend mittels indirekter Methoden das Vorliegen zweier Scharnierregionen im Bereich 
der Aminosäuren Asp 87 und Asp 930. Anhand der AFM-Abbildungen des verwendeten Kolla-
gens (siehe Abb. 10) ist erkennbar, dass das Tropokollagenmolekül über eine gewisse Flexibilität 
verfügt und in einer Vielzahl von räumlichen Anordnungen vorliegen kann. Demzufolge kann man 
davon ausgehen, dass das Kollagenmolekül in Abhängigkeit von der Orientierung bei Kontakt zur 
Oberfläche in verschiedenen Konstellationen adsorbiert. So können zusammenhängende oder 
auch räumlich voneinander getrennte Bereiche des Moleküls adsorbieren, während andere Teile 
in die umgebende Lösung ragen und dort z.T. mit benachbarten Kollagenmolekülen wechselwir-
ken. Eine entsprechende Modellvorstellung ist in Abb. 76 dargestellt. 
a b c
 Abb. 76: Modellvorstellung zur Adsorption von Tropokollagen: a) Adsorption aus konzentrierter Lösung 
- dichte Belegung verbunden mit geringer prozentualer Kontaktfläche der einzelnen Kollagen-
moleküle zum Substrat; b) Adsorption aus verdünnter Lösung - höhere prozentuale Kontakt-
fläche zum Substrat; c) Adsorption von Dimeren am Beispiel eines 4D überlappten Dimers - 
Kontakt nur mit einem Molekül des Dimers (rechts) oder mit beiden Molekülen (links) 
Diskussion 103Anhand von AFM-Abbildungen kann die Anordnung des Kollagens nur im fixierten Zustand doku-
mentiert werden (Abb. 26). Die Aufnahmen erfolgten im getrockneten Zustand, wobei die abgebil-
deten Probenzustände mit den auf die Fläche projizierten Zuständen obiger Vorstellung (Abb. 76) 
korrelieren. 
SILBERBERG (1985) zeigte mittels viskosimetrischer Untersuchungen sowie Kraft-Abstands-Mes-
sungen an Glas- bzw. Glimmeroberflächen, dass adsorbiertes Tropokollagen im wässrigen Milieu 
eine ca. 300 nm dicke Schicht bildet, die auf eine senkrechte Anordnung der Moleküle zurückge-
führt wird. Anhand der über radioaktive Markierung ermittelten adsorbierten Menge von 0,1 µg/
cm² wurde von SILBERBERG (1985) interpretiert, dass nur einzelne Moleküle in die Lösung ragen, 
während andere z.T. denaturiert die Oberfläche bedecken, wobei kein Argument für den denatu-
rierten Zustand angegeben wurde. Für das in Abb. 76 postulierte Modell der Kollagenadsorption 
an Titanoberflächen wäre ebenfalls denkbar, dass einzelne Moleküle zu einer maximalen Schicht-
dicke von annähernd 300 nm beitragen. Weiterführende Untersuchungen dazu waren im Rahmen 
dieser Arbeit nicht von Interesse.
Für verschiedene hydrophobe Polystyrenoberflächen mit Kontaktwinkeln von 56°, 82° und 96° do-
kumentierten DEWEZ ET AL. (1997) eine Kollagenadsorption in vergleichbarer Größenordnung zu 
den in dieser Arbeit beschriebenen adsorbierten Mengen (siehe Abschnitt 4.3.2.). Für die hydro-
philste Oberfläche wurde bei einer Kollagenkonzentration von 0,1 mg/ml eine adsorbierte Menge 
von 0,9 µg/cm² ermittelt, während für die hydrophoben Oberflächen Werte von 0,8 µg/cm² ab einer 
Konzentration von 0,03 mg/ml bestimmt wurden (2 h Adsorption, Ionenstärke: 0,3 mol/l, pH: 7,2). 
Aus XPS-Messungen der getrockneten Oberflächen ergab sich eine effektive Schichtdicke von 
ca. 10,5 nm bei einer Belegung von 0,9 µg/cm². 
Einfluss der Adsorptionszeit
Die beobachtete Plateauphase im Bereich von 15 bis 30 min der Adsorptionsdauer (siehe Ab-
schnitt 4.3.2.) steht in Übereinstimmung mit anderen Adsorptionsstudien von globulären Protei-
nen an festen Oberflächen [VAN DULM & NORDE, 1983; HUGHES WASSEL & EBERY, 1996 (Serum-
albumin an Titanoxidpartikeln)]. Unter bestimmten Randbedingungen bezüglich des pH-Werts, 
der Konzentration und der Ionenstärke wurden Plateaus oder Maxima in den Adsorptionskurven 
beobachtet, die im Bereich von 5 bis 15 min Adsorptionsdauer auftraten.  
Bei der Behandlung der Proben mit 2 %iger BSA-Lösung im Rahmen der ELISA-Prozedur (siehe 
Abschnitt 4.3.3.) zeigte sich, dass adsorbierte Moleküle nach kurzer Kontaktdauer in stärkerem 
Ausmaß durch das BSA verdrängt werden als gleiche Mengen adsorbierten Kollagens nach län-
geren Kontaktzeiten. Offenbar handelt es sich nach 15 min Adsorptionsdauer um Moleküle, die 
initial Kontakt zur Oberfläche haben. Erst bei weiterer Kontaktzeit erfolgt eine Stabilisierung der 
adsorbierten Schicht. Dies kann z.B. durch Optimierung der Kontaktoberfläche pro Molekül oder 
durch zwischenmolekulare Wechselwirkungen zwischen benachbarten Kollagenmolekülen erfol-
gen. Bei Untersuchungen von BENTALEB ET AL. (1998) zur Adsorption von α-Lactalbumin konnte 
Diskussion 104ebenfalls festgestellt werden, dass Protein-Protein-Wechselwirkungen, die bei einem hohem Be-
deckungsgrad zwischen benachbarten adsorbierten Proteinen auftreten, zu einer Stabilisierung 
der adsorbierten Schicht beitragen.
Im weiteren Verlauf der Kollagenadsorption erfolgt ein deutlich langsamerer Anstieg der adsor-
bierten Menge im Vergleich zur Initialphase. In dieser Phase erfolgt vermutlich eine Umordnung 
der adsorbierten Moleküle, so dass noch vorhandene freie Stellen belegt werden können bzw. 
weitere, mit der Oberfläche in Wechselwirkung tretende, Moleküle die bereits adsorbierten Mole-
küle teilweise verdrängen. Die zusätzliche Immobilisierung von Molekülen durch Ausbildung von 
reinen Protein-Protein-Wechselwirkungen kann trotz der gewählten niedrigen Versuchstempera-
tur, wie bereits erwähnt, nicht vollständig ausgeschlossen werden. Eine Stabilisierung der Schicht 
kann jedoch nur eintreten, wenn bereits mit der Oberfläche wechselwirkende Moleküle zusätzlich 
untereinander verknüpft werden. Eine Bindung von weiteren Molekülen ohne Kontakt zur Ober-
fläche würde dagegen das Verhältnis Proteinmenge/Kontaktfläche weiter vergrößern und damit 
potentiell eine Destabilisierung bewirken. 
Umordnungen und Stabilisierungen des adsorbierten Zustandes bewirken oftmals Knicke oder 
Zwischenplateaus in den Adsorptionsisothermen [LYKLEMA & NORDE, 1973; BENTALEB ET AL., 
1998; HUGHES WASSEL & EMBERY, 1996]. Für BSA und Fibrinogen wurde weiterhin beobachtet, 
dass ein diskreter Sprung von Seit-an-Seit- zu End-an-End-Anlagerungen der ellipsoiden Mole-
küle bei Erreichen von ca. 50 % der maximalen Bedeckung  erfolgt. Der in dieser Arbeit ermittelte 
Verlauf der „Adsorptionsisothermen“15 des Kollagens an Titanoxidoberflächen (siehe Abb. 20) 
zeigt keine solchen Knicke oder Zwischenplateaus im untersuchten Milieu. Dies bedeutet, dass 
die Umordnungen, die zu einer stabileren Adsorption führen, eher von der Adsorptionszeit als von 
der adsorbierten Menge abhängig sind.
Mehrfachadsorption
Die Untersuchungen zur Mehrfachadsorption von Tropokollagen (siehe Abschnitt 4.3.1.5.) bele-
gen, dass eine Vorbeschichtung mit einer geringen Kollagenmenge zwar eine zusätzliche Adsorp-
tion im zweiten Adsorptionsschritt erlaubt, jedoch eine Verminderung der vorliegenden Gesamt-
menge in bezug auf die jeweilige Referenzadsorption von zuvor unbehandelten Oberflächen be-
wirkt. Die voradsorbierten Moleküle haben die Möglichkeit, pro Molekül eine größere Anzahl von 
Kontaktpunkten zur Oberfläche auszubilden, so dass bei der Zweitadsorption die neu mit der 
Oberfläche in Wechselwirkung tretenden Moleküle mit einer stabiler gebundenen Fraktion aus 
dem ersten Adsorptionsschritt um freie Bindungsplätze konkurrieren. Die Zweitadsorption erfolgte 
zeitlich unmittelbar nach dem ersten Adsorptionsschritt, so dass Stabilisierungen zwischen bei-
den Adsorptionsschritten ausgeschlossen werden können.
15. Die Darstellung von Adsorptionsisothermen setzt die Einstellung von Sättigungskonzentrationen voraus. Dieser 
Zustand wurde im Zeitraum bis  6 h nur bei der eingesetzten Kollagenkonzentration von 0,5 mg/ml erreicht.
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Veränderungen des pH-Werts bewirken eine Änderung des Ladungszustandes sowohl von dis-
soziablen Substratoberflächen als auch von Proteinen. Demzufolge wurde eine Beeinflussung 
des Adsorptionsverhaltens durch die Wahl des pH-Wertes erwartet. Durch die Verwendung des 
phosphatgepufferten Systems lag im gesamten untersuchten pH-Bereich ein vergleichbares Mi-
lieu hinsichtlich der Phosphationenkonzentration vor. Entgegen den Erwartungen zeigte sich im 
ermittelten Adsorptionsverhalten (siehe Abschnitt 4.3.1.3. sowie 4.3.2.3.) nur ein minimaler Ein-
fluss durch die Änderungen des pH-Wertes. Leichte Maxima traten bei pH 4,2 sowie im Bereich 
von pH 5,8 bis 7,7 auf.
Bei pH 3,5 weisen sowohl das Kollagen als auch die Titanoxidoberfläche eine positive Nettola-
dung auf. Bei pH 4,5 wechselt die Titanoxidoberfläche zu negativem Zetapotenzial. Für die ein-
gesetzte Kollagencharge wurde in dem speziellen Milieu der Adsorptionslösung ein Wechsel der 
Nettoladung bei ca. pH 6,0 mittels Zetapotenzialmessungen (siehe Abschnitt 4.1.2.) ermittelt. 
Demzufolge tragen im Bereich von pH 3,5 - 4,5 beide Oberflächen positive Nettoladungen, die 
sich in abstoßenden elektrostatischen Kräften äußern sollten. Zwischen pH 4,5 und 6,0 sollten da-
gegen anziehende Kräfte wirken, während bei pH-Werten > 6,0 wieder beide Oberflächen das 
gleiche Ladungsvorzeichen tragen. Verschiedene Autoren belegen, dass die pH-Wert bedingten 
Veränderungen der elektrostatischen Anziehungs- oder Abstoßungskräfte nur im Fall von hydro-
philen Oberflächen und strukturstabilen Proteinen die Adsorption von Proteinen signifikant beein-
flussen [NORDE & LYKLEMA, 1990; ARAI & NORDE, 1990; NORDE & FAVIER, 1992]. Im Fall des 
strukturlabileren BSA konnte für verschiedene Oberflächen eine Adsorption auch unter elektro-
statisch ungünstigen Bedingungen festgestellt werden [BENTALEB ET AL., 1998; VAN DULM & 
NORDE, 1983; HUGHES WASSEL & EMBERY, 1996].  Die Wirkung der abstoßenden Ladungen wurde 
durch Inkorporation von kleinen Ionen ausgeglichen. Andererseits konnte auch gezeigt werden, 
dass positiv geladenes BSA über seine Carboxylgruppen an negativen Ladungsschwerpunkten 
mit positiv geladenen Oberflächen wechselwirkt. Bei hydrophoben Oberflächen war der Einfluss 
des pH-Wertes vergleichsweise gering. Als generelle Regel gilt, dass Proteine in der Nähe ihres 
isoelektrischen Punktes maximale Adsorption zeigen, da die abstoßenden Kräfte minimal werden 
und laterale Protein-Protein-Wechselwirkungen eine verstärkte Adsorption fördern [OSCARSSON, 
Anhand der Verteilung der positiv und negativ geladenen Seitengruppen (siehe Abschnitt 9.2. im 
Anhang) ist erkennbar, dass sich geladene und ungeladene Bereiche entlang der Kollagenketten 
abwechseln. Diese Bereiche bewirken die Anordnung der Feinbanden bei einer elektronenmikro-
skopischen Abbildung von Kollagenfibrillen nach Anfärbung mit Schwermetallionen. Demzufolge 
kann davon ausgegangen werden, dass das Kollagenmolekül über eine Vielzahl von möglichen 
Anordnungen verfügt, bei denen Molekülbereiche mit günstigen elektrostatischen Bedingungen 
mit der Oberfläche wechselwirken.
Andererseits wurde anhand von XPS-Messungen (siehe Tab. 6) festgestellt, dass die eingesetz-
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tion von Kohlenwasserstoffen auf Titanoxidoberflächen mit Schichtdicken zwischen 0,3 und 1 nm 
wurde von verschiedenen Autoren festgestellt [LAUSMAA ET AL., 1990; KELLER ET AL., 1994]. Dabei 
genügte schon ein kurzzeitiger Kontakt (wenige Sekunden) zu normalen atmosphärischen Bedin-
gungen. Versuche zur Reinigung bzw. oxidativen Entfernung dieser Kontamination blieben auf-
grund der schnellen Wiederbelegung ohne Erfolg. Da reale Implantatoberflächen vergleichbare 
Kontaminationen aufweisen, wurde für alle Proben eine vereinfachte Reinigungsprozedur durch-
geführt. Die festgestellte starke Hysterese der Kontaktwinkel (siehe Tab. 5) kann u.a. auf hetero-
gene Oberflächenbereiche, Quellungen oder Alterungen der Oxidschicht während der Mess-
prozedur zurückgeführt werden. Die beiden letzteren Aspekte sollten jedoch aufgrund der kurzen 
Messzeit nur eine untergeordnete Rolle spielen. 
Angesichts dieser zumindest partiell vorliegenden Kohlenwasserstoffschicht wäre es plausibel, 
dass hydrophobe Wechselwirkungen zu einem großen Anteil am Adsorptionsprozess mitwirken 
und somit den Einfluss elektrostatischer Wechselwirkungen minimieren. Das leichte Maximum bei 
pH 5,8 bis 7,8 (siehe Abb. 15) kann auf die erhöhte Aggregationstendenz des Kollagens in diesem 
pH-Bereich zurückgeführt werden, wobei intermolekulare Wechselwirkungen zur Stabilisierung 
des adsorbierten Zustandes beitragen können. Dieser pH-Bereich überstreicht den ermittelten 
isoelektrischen Punkt, wodurch generell eine dichtere Annäherung der Moleküle aufgrund mini-
maler elektrostatisch abstoßender Kräfte ermöglicht wird. Ein leichtes Maximum bei pH 4,5 wurde 
von PENNERS ET AL. (1981) für die Adsorption an Glasoberflächen festgestellt. Die Autoren erklär-
ten den Anstieg mit der Nähe zu dem von ihnen zitierten IEP von 4,5. In Übereinstimmung mit der 
Argumentation von PENNERS ET AL. (1981) könnte eine in den Kollagenchargen enthaltene Frak-
tion mit diesem IEP das lokale Maximum im Bereich von pH 4,1 (siehe Abb. 15) verursachen. In 
Vorversuchen zur Isoelektrischen Fokussierung wurde die Anwesenheit einer Bande mit einem 
deutlich niedrigerem IEP als der IEP der Hauptbande festgestellt.
Einfluss der Ionenstärke
Die Untersuchungen zum Einfluss der Ionenstärke zeigen (siehe Abschnitt 4.3.1.4.), dass nur im 
Fall der vergleichsweise hohen Kollagenkonzentration von 0,1 mg/ml  bei  einem pH-Wert von 3,5 
für geringe Ionenstärken (I < 0,05 mol/l) eine Beeinflussung durch die Ionenstärke auftritt. Die Tat-
sache, dass bei pH 3,5 im Bereich niedriger Ionenstärken eine geringere Adsorption (50 % der 
Maximaladsorption) erfolgte, während bei pH 7,5 durchgängig maximale Adsorption festgestellt 
wurde, deutet darauf hin, dass der Effekt auf der stärkeren Abstoßung der Kollagenmoleküle im 
sauren Milieu beruht, die einer dichten Annäherung der Moleküle im Bereich der Oberfläche ent-
gegenwirkt. Bei Anstieg der Ionenstärke können die abstoßenden Ladungen durch die in der Ad-
sorptionslösung vorhandenen Ionen kompensiert werden [OSCARSSON,1997]. Bei der geringeren 
Kollagenkonzentration ist die Oberflächenbedeckung offensichtlich so gering, dass sich die Mo-
leküle nicht oder nur geringfügig gegenseitig beeinflussen. Bei pH 7,5 sollten sowohl die Oberflä-
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Bereich niedriger Ionenstärken unter elektrostatisch abstoßenden Bedingungen belegt wiederum, 
dass die elektrostatischen Wechselwirkungen keine entscheidende Rolle im Adsorptionsprozess 
spielen.
Die Untersuchungen zur Adsorption von Tropokollagen an Glas [PENNERS ET AL., 1981] sowie ver-
schiedenen Polystyrenoberflächen [DEWEZ ET AL., 1997] zeigten ein ebenfalls nahezu unverän-
dertes Adsorptionsverhalten im Bereich von Ionenstärken von 0,01 bis 0,35 mol/l. Bei sehr ge-
ringer Ionenstärke wurde für die Adsorption an Glasoberflächen gleichermaßen eine Verminde-
rung der adsorbierten Menge festgestellt.
Die weitgehende Unabhängigkeit der Adsorption vom pH-Wert sowie der Ionenstärke der Adsorp-
tionslösungen wurde von verschiedenen Autoren in der Regel als Hinweis auf minimalen Einfluss 
von elektrostatischen Wechselwirkungen interpretiert. Dahingegen wurde vor allem die Dehydra-
tation der Substratoberfläche sowie des Kollagenmoleküls als Haupttriebkraft der Adsorption her-
ausgestellt [DEWEZ ET AL., 1997]. 
Zustand des adsorbierten Kollagens
Aussagen zum Konformationszustand sowie zur biologischen Erkennbarkeit des adsorbierten 
Kollagens können anhand der Ergebnisse der IR-Spektroskopie sowie der Immunogoldfärbung 
getroffen werden.   
Die Abbildungen nach Immunlokalisation mittels goldmarkiertem Antikörper zeigen eine homoge-
ne Verteilung der gebundenen Antikörper und somit ein gleichmäßig verteiltes Vorkommen von 
immobilisierten Kollagenmolekülen mit intakten Epitopen (siehe Abb. 27). Die Dichte der Goldkü-
gelchen war dabei abhängig von der immobilisierten Kollagenmenge. Betrachtet man allerdings 
die Abstände zwischen den gebundenen Goldkügelchen im Vergleich zu den Verteilungsbildern 
von adsorbiertem Kollagen (mittels AFM, siehe Abb. 26), so wurde nur ein Bruchteil der vorhan-
denen Moleküle markiert. 
Die im Vergleich zur vorhandenen Kollagendichte unvollständige Immunlokalisierung durch die 
Antikörper  kann sehr verschiedene Ursachen haben:
• Nur ein Teil der Epitope befindet sich im nativen Zustand und kann vom kollagenspezifischen 
Erstantikörper erkannt werden.
• Die Epitope sind z.T. ungünstig angeordnet, so dass die Epitope für den kollagenspezifischen 
Erstantikörper nicht zugänglich sind. Dies kann entweder durch die Orientierung zur Oberflä-
che oder durch beschränkte Zugänglichkeit durch die Dichte benachbarter Kollagenmoleküle 
bedingt sein. 
• Die Stabilität der kolloidalen Goldkügelchen am Zweiantikörper ist nicht ausreichend, so dass  
die Antikörper am immobilisierten Kollagen zwar binden, aber durch die fehlende Markierung 
nicht detektiert werden. In AFM-Abbildungen des puren Zweit-Antikörpers konnten teilweise 
(ca. 20 %) nicht markierte Anitkörper festgestellt werden. 
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möglichst gering gehalten durch die hohe Konzentration der Antikörper, sowie die jeweils 24- 
stündige Inkubation mit den Antikörpern bei 4 °C.
Die ersten beiden Aspekte wurden von BUTLER ET AL. (1997) für die Adsorption von Antikörpern 
an polymeren Oberflächen nachgewiesen. Konformationsänderungen von adsorbierenden Prote-
inen sind generell bekannt (siehe Abschnitt 1.4.4.). BRASH & HORBETT (1990) wiesen auf die He-
terogenität der Adsorption von Proteinen hin, so dass an den Oberflächen gleichzeitig deformierte 
Proteine sowie unveränderte bzw. wenig veränderte Proteine adsorbiert sein können.
Es kann davon ausgegangen werden, dass alle aufgeführten Ursachen zur verminderten Epitop-
markierung beitragen. Aussagen zur Dominanz einzelner Aspekte sind an dieser Stelle nicht mög-
lich. Weitere Aspekte zum Konformationszustand anhand der Ergebnisse der IR-Spektroskopie 
werden in Abschnitt 5.3. für Tropokollagen und fibrilläres Kollagen gemeinsam behandelt.
5.1.2. Desorptionsverhalten
5.1.2.1. Quantitative Betrachtung
In der Proteinadsorptionsliteratur wird in der Regel festgestellt, dass die Adsorption von Proteinen 
quasi irreversibel erfolgt, d.h. dass die Desorption durch Lagern in Wasser bzw. Pufferlösungen 
nicht oder nur in sehr geringem Umfang zu einer Ablösung der adsorbierten Proteinschicht führt 
[van Dulm & Norde, 1983; ANDRADE & HLADY,1987; BENTALEB, 1998; siehe auch Abschnitt 1.4.5.] 
Nur bei Anwesenheit von Proteinen wird ein Ersatz von bereits adsorbierten Molekülen im Aus-
tausch gegen neu ankommende Moleküle beobachtet. Im Gegensatz zu diesen Aussagen wurde 
für die vorliegenden adsorbierten Tropokollagenschichten sowohl mittels ELISA-Untersuchungen 
(siehe Abschnitt 4.4.1.) als auch mittels radioaktiver Markierung (siehe Abschnitt 4.4.2.) eine dra-
stische Abnahme der jeweils messbaren Signale verzeichnet.
Während bei den ELISA-Messungen Veränderungen des Moleküls Einfluss auf das Messergeb-
nis ausüben, konnte mittels radioaktiver Markierung der rein quantitative Aspekt untersucht wer-
den.
Bei der Betrachtung verschiedener Ausgangszustände und verschiedener Desorptionsbedingun-
gen (siehe Abschnitt 4.4.2.) zeigte sich: 
i) Eine zunehmende Beschichtungsdauer führt zu einer Stabilisierung der adsorbierten Schich-
ten, da i.d.R. die 120 min adsorbierten Schichten prozentual betrachtet eine geringere Desorp-
tion als die 15 min adsorbierten Schichten aufwiesen. Nach 15 min Adsorptionsdauer existierte 
offenbar noch eine große Fraktion an locker gebundenem Protein. Erst nach längerer Inkuba-
tionszeit treten Umlagerungen auf, die zu einer Verstärkung der Wechselwirkungen zwischen 
Protein und Oberfläche und/oder zu einer verstärkten Stabilisierung durch Protein-Protein-
Wechselwirkungen führen.
ii) Die absolut adsorbierte Kollagenmenge hat dagegen keinen bedeutenden Einfluss. Dies ist in-
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ge generell ein erhöhtes Ausmaß an Wechselwirkungen zwischen Protein und Substratober-
fläche ermöglicht wird, das zu einer stabileren Bindung führen sollte. Dahingegen wäre denk-
bar, dass die gegenseitige Verdrängung von Molekülen, welche bei großen adsorbierten Kol-
lagenmengen nur partiell mit der Oberfläche wechselwirken, zu einer verstärkten Desorption 
bei dichter Ausgangsbelegung führen. Letztere Überlegung könnte die Ursache für die z.T. auf-
tretende leicht erhöhte Stabilität der 120 min in 0,01 mg/ml Kollagenlösung adsorbierten 
Schichten (Ausgangsbelegung: ~ 0,4 µg/cm²) gegenüber den 120 min in 0,1 mg/ml Kollagen-
lösung adsorbierten Schichten darstellen (Ausgangsbelegung: ~ 0,74 µg/cm²). Die Proben mit 
der geringsten Ausgangsmenge an adsorbiertem Kollagen (~ 0,18 µg/cm² bei 15 min Adsorp-
ton in 0,01 mg/ml Kollagenlösung) wiesen dagegen nahezu durchgängig die stärkste prozen-
tuale Desorption auf. Im Vergleich zu den ebenfalls nur 15 min in konzentrierterer Lösung 
adsorbierten Proben ist ein geringerer Beitrag durch laterale Protein-Protein-Wechselwirkun-
gen eine mögliche Erklärung für die instabilere Beschichtung dieses Zustandes.
iii) Die Anwesenheit von Proteinen im Desorptionsmedium (in diesem Fall Serumproteine durch 
den Zusatz von fötalem Kälberserum) bewirkte eine stärkere Desorption als das proteinfreie 
PBS. Diese Tatsache steht in Übereinstimmung mit gängigen Vorstellungen, dass ein stetiger 
Austausch der adsorbierten Proteine mit in Lösung befindlichen Proteinen erfolgt, der u.a. von 
der Konzentration der Proteine in Lösung abhängig ist [BENTALEB ET AL.,1998].
iv) Bei der erhöhten Temperatur von 37 °C trat eine stärkere Desorption auf gegenüber der Refe-
renzlagerung bei 4 °C. Bei 4 °C erfolgte die Desorption nahezu ausschließlich in den ersten 
2 Stunden der Desorptionsdauer. Demzufolge handelt es sich in diesem Fall um eine ver-
gleichsweise locker gebundene Fraktion, die durch Umlagerungen unmittelbar nach Desorpti-
onsbeginn freigesetzt wird. Im weiteren Desorptionsverlauf erfolgten bei 4 °C keine weiteren 
bzw. im Fall von serumhaltigem Medium nur marginale Veränderungen. Bei Lagerung in se-
rumhaltigem Medium lag das erreichte Plateau niedriger als bei PBS. Bei Anwesenheit von 
Proteinen in der Lösung liegt offenbar erst bei einer geringeren Belegungsdichte ein quasista-
biler Zustand vor. 
DEYME ET AL. (1986) registrierten bei der Adsorption von Kollagen an Polyethylenfilmen bzw. 
an maleinsäuremodifizierten Polyethylenfilmen eine locker gebundene Fraktion, die innerhalb 
von 15 min in purem Puffer desorbiert wurde. Dabei beobachteten sie eine Abhängigkeit der 
desorbierten Menge von der zuvor adsorbierten Kollagenmenge. Bis zu einer Ausgangsmenge 
von 0,3 µg/cm² für Polyethylen (bzw. 0,37 µg/cm² im Fall der Maleinsäuremodifizierung) betrug 
der Anteil der locker gebundenen Fraktion nach 20 h Adsorptionsdauer nur 20% (bzw. 5 %) 
während darüber hinausgehende adsorbierte Mengen nahezu vollständig desorbiert worden. 
Die Autoren interpretierten ihre Ergebnisse dahingehend, dass das Kollagen nur mit einem Teil 
seiner Moleküllänge adsorbiert, die zuerst ankommenden Moleküle dabei eine vergleichsweise 
Diskussion 110hohe Kontaktfläche aufweisen und weitestgehend irreversibel adsorbieren. Später hinzukom-
mende Moleküle können durchaus noch adsorbieren, werden aber auch schnell wieder desor-
biert. Diese Untersuchungen wurden in saurem Milieu bei Raumtemperatur durchgeführt und 
sind insofern nur bedingt vergleichbar. 
In der hier vorliegenden Arbeit wurde sich auf eine kleine Anzahl von Ausgangszuständen be-
schränkt, dennoch sind Unterschiede erkennbar. Die Freisetzung des gebundenen Kollagens 
ist temperaturabhängig. Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich nur bei der Desorption 
bei 4 °C um die Freisetzung einer locker gebundenen Fraktion während bei 37 °C Verdrän-
gungseffekte zwischen den Kollagenmolekülen untereinander bzw. zwischen Kollagen und 
den Serumproteinen hinzukommen. Betrachtet man nur die Verhältnisse bei 4 °C so wird zwar 
bei einer erhöhten Kollagenausgangsmenge auch eine größere Menge an Kollagen freigesetzt 
- die Desorption führt jedoch nicht zu einem einheitlichem Endwert an irreversibel gebundenem 
Kollagen. Der von DEYME ET AL. (1986) beobachtete Grenzwert von 0,3 bzw. 0,37 µg/cm² wird 
zum Teil etwas unterschritten, bei dichter vorbeschichteten Proben verbleibt die gebundene 
Restmenge deutlich über diesem Wert. 
Andere Autoren beschränkten ihre Untersuchungen auf die Adsorption aus sehr verdünnten 
Lösungen, die ausschließlich zu irreversibel gebundenem Kollagen führten [PENNERS ET AL., 
1981; BETTELHEIM ET AL., 1979].
5.1.2.2. Veränderungen des Kollagenmoleküls im Verlauf der Desorption
Während der Lagerung von adsorbiertem Protein können im adsorbierten Zustand, im Moment 
der eigentlichen Desorption sowie im Anschluß an die Desorption in der Desorptionslösung bzw. 
durch weitere Adsorptions- und Desorptionsschritte in den genutzten Gefäßen Prozesse auftre-
ten, die zu einer Änderung des Zustandes des Proteins führen. Veränderungen der Struktur eines 
Proteins können sich auf die Erkennbarkeit des Moleküls durch Antikörper auswirken. Daher ist 
die Korrelation der quantitativen Erfassung von adsorbiertem Kollagen mittels radioaktiver Mar-
kierung mit den Ergebnissen der ELISA-Detektion von Interesse.
Zunächst soll das während der Lagerung auf den Proben verbleibende adsorbierte Kollagen (sie-
he Abschnitt 4.3.3.) beurteilt werden. Gegenstand dieser Betrachtung stellt demzufolge das ge-
messene ELISA-Signal im Vergleich zu der, zum Zeitpunkt der enzymatischen Reaktion auf den 
Proben noch vorhandenen, Kollagenmenge dar. Im Fall der Lagerung in PBS bei 37 °C trat gene-
rell eine starke Verminderung des ELISA-Signals auf, die nicht mit der tatsächlich desorbierten 
Kollagenmenge korrelierte, während bei Lagerung in DMEM mit Serumzusatz diese Korrelation 
vorlag. Dieser Effekt kann folgendermaßen interpretiert werden: Ohne die Anwesenheit anderer 
Proteine erfolgen bei der Desorption Umlagerungen des Kollagens, die zu einer erhöhten Kon-
taktfläche der verbleibenden Moleküle mit der Oberfläche führen, welche dann entweder in 
schlechterer Zugänglichkeit des Epitops und/oder Epitopveränderungen resultieren. Derartige 
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meren Oberflächen wurden beispielsweise von RAPOZA & HORBETT (1990) postuliert. Als Auswir-
kung dieser Veränderungen tritt zunehmende Irreversibilität der Adsorption auf, wobei der Effekt 
bei höheren Temperaturen sowie steigender Hydrophobie der Oberflächen stärker ausgeprägt ist. 
Bei der Desorption des Kollagens infolge von Konkurrenz mit Serumproteinen ist dagegen vor-
stellbar, dass freigelegte Bindungsplätze des desorbierenden Kollagens durch die mengenmäßig 
dominanten Serumproteine belegt werden und für das verbleibende adsorbierte Kollagen die mitt-
lere Kontaktfläche über einen längeren Zeitraum weitgehend konstant bleibt. Andererseits könn-
ten auch Protein-Protein-Wechselwirkungen eine Stabilisierung der Tripelhelix bewirken. Die gute 
Korrelation zwischen tatsächlicher adsorbierter Menge und ELISA-Signal in serumhaltigen Medi-
um bedeutet, dass der Zustand des adsorbierten Kollagens während der Lagerung in diesem Mi-
lieu nicht verändert wird. 
Die Lagerung der Proben bei 4 °C bis zum Beginn der Desorption (Rückwärtsansatz) führte zu 
einer generellen Verminderung der ELISA-Signale, die prinzipiellen Unterschiede zwischen PBS 
und serumhaltigen Medium wurden dadurch jedoch nicht beeinflusst. 
Ein weiterer Aspekt des Desorptionsverhaltens betrifft die Veränderungen des desorbierenden 
Proteins. Die Verfolgung des Desorptionsprozesses mittels radioaktiv markiertem Protein belegt, 
dass sich nach 48 h Lagerung bei 37 °C sowohl in der Desorptionslösung als auch an der Gefäß-
wand (im Fall der Lagerung mit PBS, siehe Abb. 32 in Abschnitt 4.4.2.) beträchtliche Teile des 
zuvor adsorbierten Kollagens befinden. Die in Abb. 32 berechneten Werte (bezogen auf die ur-
sprünglich beschichtete Oberfläche) von 0,21 µg/cm² freigesetztem Kollagen in Lösung sowie 
0,35 µg/cm² desorbiertem Kollagen, welches an der Wandung adsorbiert vorlag, entsprechen 
0,16 µg absolut in 400 µl Lösung bzw. 0,27 µg absolut adsorbiert an der Wandung. Intaktes Kol-
lagen dieser Menge hätte entsprechend der Referenzadsorption in Multiwellplatten (Abb. 31 in 
Abschnitt 4.4.1.2.) deutliche ELISA-Signale ergeben müssen. Da die ELISA-Signale sowohl der 
Desorptionslösungen als auch der Gefäßwandungen nach Desorption in PBS generell nur gering-
fügig über dem Blindwert lagen und somit deutlich unter den Signalen der bei 37 °C gelagerten 
Referenzen, wird das desorbierende Kollagen offensichtlich während der Prozesse Adsorption, 
Lagerung, Desorption in solchem Ausmaß verändert, dass der Epitop durch den Antikörper nicht 
mehr erkennbar ist. Zu welchem Anteil die einzelnen Teilprozesse diese Veränderungen bewir-
ken, kann an dieser Stelle nicht beurteilt werden.
Das freigesetzte Kollagen in Gegenwart von serumhaltigen Medium konnte im untersuchten Kon-
zentrationsbereich mittels ELISA nicht quantifiziert werden, so dass keine Aussage über die In-
taktheit des Moleküls infolge der Desorption unter diesen Bedingungen möglich ist.
Durch die Simulation des Verhaltens von freigesetztem Kollagen, welches hypothetisch sowohl 
durch Adsorption als auch Desorption nicht verändert bzw. gegebenenfalls wieder renaturiert sein 
könnte (siehe Abschnitt 4.4.1.2.) kann der letzte Teilprozess (Veränderungen im desorbierten Zu-
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des direkt in die Lösung gegebenen „intakten“ Kollagens infolge der Lagerung bei 37 °C vor allem 
im Bereich sehr geringer Mengen (0,1 µg/well). Das freigesetzte Kollagen kann also innerhalb der 
Desorptionsdauer entweder im gelösten Zustand und/oder nach Adsorption an der Oberfläche der 
zur Desorption genutzten Multiwellplatten noch weiter verändert worden sein. BRADT (1998) un-
tersuchte die Schmelztemperatur des verwendeten Kollagens und ermittelte einen Schmelzpunkt 
(Wendepunkt der Tangente im Übergangsbereich) von 35 °C für Tropokollagen in essigsaurer Lö-
sung. Im neutralen Bereich ist bei 37 °C ebenfalls von einer Destabilisierung der Tripelhelix aus-
zugehen.
Mögliche Veränderungen infolge des Adsorptionsschrittes an die Multiwell-Platte werden hier 
nicht berücksichtigt, da die entsprechenden Referenzzustände (frisch adsorbiertes Kollagen so-
wie bei 4 °C gelagerte beschichtete Platten) ebenfalls die Untersuchung des adsorbierten Zustan-
des beinhalteten. Inwieweit die temperaturabhängige Veränderung der Moleküle in Lösung oder 
im adsorbierten Zustand erfolgt, kann anhand des Versuchsansatzes nicht eindeutig geklärt wer-
den. Eine Referenzbehandlung von Kollagen in Lösung bei 37 °C in entsprechender Verdünnung 
konnte nicht ohne Adsorptionsprozesse durchgeführt werden, da keine 100 %ig adsorptionsver-
hindernden Oberflächen verfügbar waren. Die Lagerung in höheren Konzentrationen im entspre-
chenden Milieu würde dagegen zu Aggregaten führen, so dass die Bedingungen ebenfalls nicht 
vergleichbar wären. 
Verschiedene Studien, die strukturelle Änderungen von Proteinen im Verlauf von Desorptionspro-
zessen untersuchten, ergaben sehr verschiedenartige Ergebnisse. So stellten YONGLI ET AL.
(1999)  für die Adsorption und Desorption von Fibrinogen an TiO2-Partikel fest, dass der α-Helix-
gehalt während der Adsorption nur minimal, jedoch im Zuge der Desorption deutlich absinkt. Bei 
der Desorption von Fibrinogen von Glas ergaben sich ebenfalls extreme Minimierungen des α-
Helixgehaltes bis zu 50 % gegenüber dem nativen Zustand [BRASH & CHAN, 1982]. NORDE & FA-
VIER (1991) dagegen beobachteten deutliche Änderungen des α-Helixgehaltes von BSA (und im 
Fall von geringem Bedeckungsgrad ebenfalls bei Lysozym) infolge des Adsorptionsprozesses an 
Siliziumpartikel, während bei einer anschließenden Desorption keine weiteren Änderungen auf-
traten. Für BSA konnten teilweise Renaturierungen beobachtet werden, die sich mit Ergebnissen 
von KONDO & FUKADA  (1998) decken.
5.1.3. Beurteilung der analytischen Methoden
Die Quantifizierung von der Adsorption von Proteinen erfordert entweder Methoden, die geeignet 
sind Proteine im adsorbierten Zustand zu detektieren oder eine Bestimmung in Lösung nach voll-
ständiger Desorption. Geeignet sind weiterhin indirekte Methoden, die auf einer Differenzmes-
sung der Proteine in Lösung vor und nach Adsorption beruhen. 
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gen [HUGHES WASSEL & EMBERY, 1996; YONGLI ET AL., 1999] unter Verwendung kleiner Substrat-
partikel mit einer großen Oberfläche. Dies ermöglicht zugleich die Beurteilung von Struktur-
änderungen im adsorbierten Zustand, da kleine Substratpartikel bei Messungen des zirkularen Di-
chroismus (CD-Spektren) bzw. bei der Differential Scanning Calorimetry (DSC) von Proteinen im 
adsorbierten Zustand nicht stören. Im Fall des 300 nm langen Tropokollagenmoleküls sind die 
Durchmesser von kommerziell erhältlichen Titanoxidpartikeln jedoch kleiner als die Moleküllänge, 
so dass die Ergebnisse nicht auf planare Oberflächen übertragen werden können. Der Einsatz 
von größeren Titanpartikeln würde dagegen zu einem ungünstigen Volumen-zu-Oberflächen-Ver-
hältnis führen.
Die für die Quantifizierung in Lösung notwendige vollständige Desorption adsorbierter Proteine 
kann i.d.R. nicht gewährleistet werden [KOTHARI ET AL.,1995; LIU ET AL., 1998], insbesondere für 
hydrophobe Oberflächen. Die Methode der Wahl bleibt nach wie vor die Markierung mit radioak-
tiven Isotopen. Mit Ausnahme von Viskositätsmessungen in Glaskapillaren [SILBERBERG, 1985] 
beruhen alle in der Literatur aufgeführten quantitativen Untersuchungen zur Adsorption von Kol-
lagen auf Markierung mit 125I, 3H oder 14C. Da viele Arbeitsgruppen nicht über eine entsprechen-
de Ausrüstung verfügen sowie die Gefahr einer gesundheitlichen Beeinträchtigung besteht, gibt 
es Bestrebungen, andere Methoden der Untersuchung im adsorbierten Zustand zu entwickeln. 
Diese erfordern z.T. ebenfalls eine entsprechende apparative Ausrüstung (Ellipsometrie, Strö-
mungspotenzialmessungen, XPS, ATR-IR-Spektroskopie, MALDI-MS) und sind teilweise auch 
nur in bestimmten Konstellationen einsatzfähig. Beispielsweise scheiterten im Rahmen dieser Ar-
beit ellipsometrische Messungen zur Schichtdicke an der geringen Moleküldicke des Tropokolla-
gens von 1,5 nm im Vergleich zu der erreichbaren Rauigkeit der verwendeten Titansubstrate. Die 
für Titanoberflächen beschriebene quantitative Erfassung adsorbierten Proteins mittels MALDI-
MS [LEIZE ET AL., 1999] konnte nicht eingesetzt werden, da das Kollagenmolekül aufgrund seiner 
hohen Molekülmasse durch den Laser nicht desorbiert wurde. KOTHARI ET AL. (1995) und MERRITT
ET AL. (1988) zeigten als Alternative den Einsatz des ELISAs als leicht etablierbare Methode auf. 
Eine Aminosäureanalyse mittels HPLC nach Totalhydrolyse des adsorbierten Proteins bietet sich 
für zahlreiche Oberflächen als geeignete Methode an. Im vorliegenden Fall war diese Methode 
jedoch nur für ultradünne Titanschichten geeignet, da aufgelöste Titanionen massiv die Derivati-
sierung der Aminosäuren störten. Im Rahmen dieser Arbeit kamen daher vor allem ELISA-Mes-
sungen sowie die Quantifizierung nach radioaktiver Markierung zum Einsatz. 
Im direkten Vergleich zwischen ELISA und radioaktiver Markierung wurde festgestellt, dass im 
Verlauf der ELISA-Prozedur ca. 40 - 50 % der ursprünglich adsorbierten Menge desorbieren, bis 
die zur Quantifizierung genutzte enzymatische Reaktion erfolgt. Mit Ausnahme von sehr kurzen 
Adsorptionszeiten konnte jedoch gezeigt werden, dass diese Änderungen proportional zum Aus-
gangszustand erfolgen. Mit Erreichen des Sättigungsbereiches war die Proportionalität zwischen 
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sättigung für die enzymatische Reaktion vorlag. Steigende Mengen an adsorbiertem Kollagen re-
sultierten jedoch bei Verwendung des monoklonalen Antikörpers grundsätzlich in einem höheren 
ELISA-Signal. Alternativ untersuchte polyklonale Antikörper ergaben eine wesentlich schlechtere 
Korrelation zwischen adsorbierter Menge und ELISA-Signal. Für semiquanitative Abschätzungen 
ist der Einsatz des ELISAs somit durchaus geeignet und kann in jedem biochemischen Labor 
durchgeführt werden. Bei den Desorptionsuntersuchungen erwies sich die Methode für quantita-
tive Abschätzungen dagegen ungeeignet, da die noch adsorbierte Menge zum Zeitpunkt der en-
zymatischen Reaktion nicht mit der Ausgangsmenge korreliert, sondern die Freisetzung von 
Kollagenmolekülen während der ELISA-Prozedur vom erreichten Desorptionszustand abhängig 
ist. Allerdings liefert der ELISA wertvolle Zusatzinformationen über den Zustand des erkannten 
Epitops und somit indirekt auch über die Intaktheit des Moleküls.
5.2. Fibrilläres Kollagen
5.2.1. Adsorptionsverhalten
Aus den Untersuchungen zur Adsorption fibrillären Kollganes kristallisierten sich zwei wesentliche 
Faktoren heraus, die für die Erzielung einer gleichmäßigen Beschichtung von Oberflächen unge-
achtet der Eigenschaften der Oberfläche beachtet werden müssen. Ein Faktor betrifft die Konkur-
renz zwischen den großen fibrillären Aggregaten und den nicht in fibrilläres Kollagen eingebauten 
kleinen Aggregaten bzw. Kollagenmonomeren. Der andere Punkt besteht in der räumlichen An-
ordnung der fibrillären Aggregate selbst. 
Die Trennung der gewonnenen Fibrillen von den kleineren Aggregaten konnte zufriedenstellend 
durch Zentrifugation erreicht werden (siehe Abschnitt 4.5.1.1.). Deutlich schwieriger gestaltete 
sich dagegen die Gewinnung von Suspensionen mit einer reproduzierbaren räumlichen Vertei-
lung der Fibrillen. Auch bei prinzipiell identischen Bearbeitungsschritten resultierten häufig unter-
schiedlich große Aggregate von zusammenhängenden Fibrillen, die entscheidend den Bedeck-
ungsgrad, die Homogenität der Beschichtung und letztlich auch die immobilisierte Proteinmenge 
beeinflussten (siehe Abschnitt 4.5.1.2.). Das Resultat des Homogenisationsschrittes erwies sich 
dabei u.a. als abhängig von der Geometrie der verwendeten Gefäße als auch von der verwende-
ten Kollagencharge. Um vergleichende Untersuchungen zum Einfluss verschiedener Parameter 
auf das Adsorptionsverhalten bzw. in weiteren Experimenten die Reaktionen von Zellen bewerten 
zu können, wurden entprechende Proben generell aus einem Gesamtansatz, quasi einer fibrillä-
ren Stammsuspension beschichtet. Änderungen des Adsorptionsmilieus wurden durch entspre-
chend verschiedene Verdünnungen dieser Stammsuspension eingestellt.
Auch bei der Adsorption von fibrillärem Kollagen zeigte sich eine weitgehende Unabhängigkeit 
von pH-Wert und Ionenstärke (siehe Abschnitt 4.5.1.4. und 4.5.1.5.). Dabei ist zu beachten, dass 
bei fibrillärem Kollagen nur der Vergleich im Bereich von pH 6,0 - 8,0 sinnvoll war. Bei niedrigeren 
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so dass entsprechend niedrige Kollagenmengen immobilisiert wurden. Eine Beschichtung mit fi-
brillärem Kollagen ist dementsprechend an einen pH-Wert > 6,0 gebunden. Der Einsatz von ge-
pufferten Lösungen während des Adsorptionsschrittes ist nicht erforderlich.
Neben der Adsorption von separat gebildeten Fibrillen konnte gezeigt werden, dass ausgehend 
von einer dichten Beschichtung mit Tropokollagen eine weitere Fibrillogenese an den Oberflä-
chen möglich ist. Diese Beobachtung unterstützt die Vorstellung, dass bei einer dichten Vorbe-
schichtung die adsorbierten Moleküle nur mit einem Teil ihrer Moleküllänge mit der Oberfläche 
wechselwirken und andere Bereiche für ein Wachstum von fibrillären Aggregaten zur Verfügung 
stehen. Eine wiederholte Zufuhr einer frisch bereiteten Rekonstitutionslösung mit monomerem 
Kollagen für die Dauer einer Nukleationsphase bzw. der Nukleationsphase und der Wachstums-
phase ermöglichte eine Steigerung der immobilisierten Menge gegenüber einer einmaligen Re-
konstitution an der Oberfläche bei vergleichbarer Gesamtrekonstitutionszeit. Gegenüber der 
zuerst beschriebenen Methode mit separater Fibrillogenese zeichnete sich diese Beschichtungs-
variante duch eine wesentlich homogenere Beschichtung aus (siehe Abschnitt 4.5.2.). Die adsor-
bierte Menge ist jedoch signifikant niedriger. Im Hinblick auf einen anvisierten klinischen Einsatz 
ist auch der höhere zeitliche Aufwand sowie die höhere eingesetzte Kollagenmenge zu beachten. 
Dementsprechend wurde für weitere Untersuchungen die Zentrifugationsvariante als Standard-
ansatz gewählt.
Das Verteilungsbild von adsorbiertem Kollagen zeigt generell eine gewisse Inhomogenität. Berei-
che mit mehreren übereinanderliegenden Fibrillen wechseln sich mit scheinbar unbedeckten Be-
reichen ab. Mittels Immunlokalisation (siehe Abb. 58) sowie AFM-Abbildungen (siehe Abb. 56b) 
konnte jedoch gezeigt werden, dass die Zwischenbereiche mit kleineren Aggregaten bedeckt 
sind, die bei der Zentrifugation nicht vollständig abgetrennt werden, bzw. bei der Rehomogenisa-
tion evtl. abgeschert werden. Somit handelt es sich in jedem Fall um vollständig mit Kollagen be-
schichtete Oberflächen, dicht bedeckte Stellen mit fibrillärem Kollagen waren in der Regel 
maximal 50 µm voneinander entfernt. Adhärierende Zellen im ausgebreiteten Zustand überdeck-
ten folglich in jedem Fall Bereiche mit dichtem fibrillärem Kollagen.
In der Literatur gibt es bisher keine Veröffentlichungen zur adsorptiven Beschichtung von Implan-
tatmaterialien mit fibrillärem Kollagen. Die Beschichtung von Zellkulturgefäßen mit Kollagen er-
folgt i.d.R. durch Fibrillogenese direkt in den Gefäßen. Dies führt zu einem gelartigen Netzwerk, 
welches nicht weiter behandelt wird, durch die schlechte Haftung zur Gefäßoberfläche erfolgt oft-
mals eine Kontraktion des Kollagennetzwerkes durch die Zellen, so dass sich das Kollagengel in 
der Folge ablöst. Erste Zellexperimente mit Kollagen auf Titanoberflächen wurden ebenfalls mit 
aufgetropftem, auf den Oberflächen ausfibrilliertem Kollagen durchgeführt [LOWENBERG ET AL., 
1988]. Die Kollagenmenge entsprach folglich der aufgetropften Menge von ca. 1,5 mg/cm², es er-
folgten aber keine Angaben zur Stabilität der Beschichtung.
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terialien gehen vom Ansatz der kovalenten Anbindung aus. Über verschiedene Haftvermittler u.a. 
auf Silanbasis wurde die kovalente Anbindung von fibrillärem Kollagen erzielt. Zum Vergleich wur-
de die in der vorliegenden Arbeit beschriebene und unter GEIßLER ET AL. (2000) veröffentlichte ad-
sorptive Beschichtungsmethode mit Zentrifugationsschritten angewandt. Die kovalent immobili-
sierten Kollagenmengen waren dabei vergleichbar zu den adsorptiv erreichten Werten. Diese la-
gen bei ca. 3 µg/cm² und damit im unteren Bereich der, in der hier vorliegenden Arbeit üblicher-
weise erzielten, adsorbierten Kollagenmengen nach Standardvorschrift. 
Die Analyse von AFM-Abbildungen einzelner adsorbierter Kollagenfibrillen wies auf eine Abfla-
chung der Fibrillen infolge der Adsorption hin. REM-Aufnahmen von adsorbierten Fibrillen (siehe 
Abb. 57), die Schleifriefen überbrückten, demonstrieren, dass frei hängende Fibrillenabschnitte 
eine wesentlich schmalere Breite der Fibrillen aufweisen als adsorbierte Bereiche. Möglicherwei-
se verhindern adsorbierte Bereiche infolge der Wechselwirkung mit der Oberfläche eine 
Schrumpfung der Fibrillen während des Trocknungsprozesses in der x-y-Ebene, so dass die 
Schrumpfung nur in z-Richtung erfolgt. 
5.2.2. Desorptionsverhalten und Stabilität 
Im Vergleich zum Desorptionsverhalten von Tropokollagen weist adsorbiertes fibrilläres Kollagen 
eine hervorragende Stabilität auf. Über einen Zeitraum von 14 Tagen wurde sowohl bei Lagerung 
in PBS als auch in serumhaltigen Zellkulturmedium (DMEM) bei 37 °C eine vollständige Erhaltung 
der immobilisierten Menge festgestellt. Weder das Verteilungsmuster noch die Struktur der adsor-
bierten Fibrillen wurde verändert. Im gesamten Untersuchungszeitraum wurde ein maximales Si-
gnal bei der ELISA-Messung erfasst. Dies spricht dafür, dass eine hohe Anzahl von intakten Epi-
topen zugänglich war. Bekanntermaßen stabilisiert die fibrilläre Struktur die thermische Stabilität 
der Kollagenmoleküle [NEMETHY, 1988]. 
Versuche zur Remobilisierung von adsorbierten Kollagenfibrillen unter unphysiologischen Bedin-
gungen demonstrierten ebenfalls die außerordentlich feste Bindung. Diese Stabilität wird vermut-
lich durch die Summation einer Vielzahl von Wechselwirkungen erreicht. Behandlungen, die i.a. 
zur Auflösung von Aggregaten/Fibrillen führen, bewirkten eine partielle Herauslösung von Kolla-
genmolekülen aus adsorbierten Fibrillen, so dass entweder periodisch angeordnete Reste im Fall 
der Anwendung von Guanidiniumchlorid (siehe Abb. 60) oder minimal strukturierte Proteinspuren 
an Stellen von ursprünglich adsorbierten Fibrillen (bei HCl-Behandlung im Ultraschall, siehe Abb. 
59) verblieben.
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Kollagen
Anhand von IR-spektroskopischen Untersuchungen soll der Konformationszustand adsorbierten 
Kollagens beurteilt werden. Sowohl für Tropokollagen als auch für fibrilläres Kollagen wurden bei 
den aufgenommenen Spektren Bandenverschiebungen infolge der Adsorption detektiert, die ge-
mäß PAYNE & VEIS (1988) bzw. ELIADES ET AL. (1997) auf Änderungen im Grundgerüst der Tripel-
helix zurückzuführen sind (siehe auch Abschnitt 3.9.). Die Veränderungen der detektierten 
Bandenintensitäten (siehe Abb. 63) sind vergleichbar zu dem bei PAYNE & VEIS (1988) untersuch-
ten Übergang von nativem Kollagen zu hitzedenaturiertem Kollagen. Sie weisen auf eine Vermin-
derung von internen Wasserstoffbrückenbindungen (WBB) zugunsten solcher, die mit Wasser-
molekülen des umgebenden Milieus ausgebildet werden, hin. Vorstellbar ist, dass der energetisch 
stabilste Zustand von adsorbiertem Kollagen eine möglichst hohe Kontaktfläche voraussetzt, die 
zu Verzerrungen innerhalb der tripelhelikalen Struktur führt. Bei Abbildungen von adsorbierten 
Kollagenfibrillen mittels AFM und REM (siehe Abschnitt 4.6.1.) wurden Abflachungen der adsor-
bierten Fibrillen festgestellt, die eine derartige Annahme unterstützen. Für Tropokollagen waren 
solche abbildenden Verfahren mit der zur Verfügung stehenden Ausrüstung nicht möglich. 
Bei der IR-Spektroskopie des adsorbierten Kollagens wird die Gesamtheit aller vorhandenen Mo-
leküle betrachtet. Bei dickeren Schichten fibrillären Kollagens überlagern sich somit die Spektren 
der mit der Oberfläche in Wechselwirkung stehenden Moleküle/Molekülbereiche mit solchen, die 
reine Protein-Protein-Wechselwirkungen ausüben. Der höhere Intensitätsverlust im Bereich der 
Amid I-Bande bei adsorbiertem Tropokollagen im Vergleich zur Beschichtung mit fibrillärem Kol-
lagen ist dahingehend interpretierbar, dass bei fibrillärem Kollagen ein höherer Anteil von Kolla-
genmolekülen existiert, die nicht direkt mit der Oberfläche wechselwirken und somit weniger ver-
ändert sind. Wurde auf das Titan eine etwas dickere Schicht fibrillären Kollagens mit ca. 50 µg/
cm² aufgetropft, so war das Spektrum vergleichbar zu dem der reinen Kollagenreferenz.  
Veränderungen im Verlauf der Adsorption von Tropokollagen, ausgehend von initial adsorbierten 
Molekülen zu potentiell umgeordenten Molekülen, konnten nicht untersucht werden, da die Spek-
tren von sehr geringen adsorbierten Kollagenmengen nicht auswertbar waren.
5.4. Zellbiologische Untersuchungen
Die Ergebnisse der zellbiologischen Untersuchungen wurden detailliert in den Veröffentlichungen 
von GEISSLER ET AL. (2000), ROEHLEKE ET AL. (2001), BECKER ET AL. (2001) sowie FISCHER (2003) 
dargelegt und diskutiert. An dieser Stelle soll vor allem eine Bewertung der zu untersuchenden 
Beschichtungszustände erfolgen. Die Zelladhäsionsuntersuchungen belegen, dass die Osteobla-
sten auf kollagenbeschichteten Oberflächen schneller adhärieren als auf unbeschichteten Ober-
flächen. Sie breiten sich sehr schnell aus und bilden gut ausgeprägte fokale Adhäsionspunkte mit 
den zugehörigen Stressfasern. Diese Beobachtungen stehen in guter Übereinstimmung zu den 
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sten auf Kollagen gegenüber c.p.-Titan festgestellt wurde. Sowohl für die Beschichtung mit Tro-
pokollagen als auch mit fibrillärem Kollagen konnte gezeigt werden, dass die Zellen überwiegend 
über Integrin β1-Rezeptoren binden, während an unbeschichteten Titanlegierungsproben bis zu 
70 % der Zellen über RGD-Sequenzen binden und Integrin β1-Rezeptoren an der Bindung nicht 
entscheidend beteiligt sind. Die Adhärenz der Zellen auf den kollagenmodifizierten Oberflächen 
erfolgt somit vergleichbar zur Adhärenz auf reinem Kollagen, für welches LYNCH ET AL. (1995) 
ebenfalls eine Integrin β1-vermittelte Adhäsion von primären Osteoblasten feststellten. Die hier 
dargestellten Experimente zeigen, dass eine adsorptive Beschichtung von Kollagen auf Titanoxid-
oberflächen geeignet ist, die Implantatoberflächen so zu modifizieren, dass die Eigenschaften des 
Kollagens bezüglich der Adhärenz der Zellen erhalten bleiben. Das identische Verhalten der Zel-
len auf den Zuständen adsorbiertes Tropokollagen bzw. fibrilläres Kollagen weist darauf hin, dass 
die erforderliche Information bereits im Tropokollagenmolekül enthalten ist. Die dreidimensionale 
Anordnung innerhalb der Fibrillen hat offenbar keinen Einfluss auf den Typ der Zellrezeptoren. Be-
züglich des beschleunigten Adhärenzverhaltens auf dem fibrillären Kollagen, kann die veränderte 
Morphologie als auch die größere Menge des immobilisierten Kollagens von Bedeutung sein.
Verschiedene Autoren arbeiteten die Bedeutung der Osteoblastenadhäsion für eine erfolgreiche 
Osseointegration heraus [KORNU ET AL., 1996; SINHA ET AL., 1994; PULEO ET AL., 1991]. Über die 
in den fokalen Adhäsionspunkten kolokalisierten Integrinrezeptoren kann infolge einer Signal-
transduktion die Proliferation und Differenzierung der Zellen reguliert werden [SINHA & TUAN,
1996]. Auf diesem Wege erfolgt eine unmittelbare Beeinflussung der an die Adhäsion anschlie-
ßenden zellulären Prozesse durch die Natur der Oberfläche bzw. deren Modifizierung. Verschie-
dentlich wurde auf die Rolle des Kollagens Typ I für die Ausprägung des osteoblastären Phäno-
typs hingewiesen [ANDRIANARIVO ET AL., 1992; CELIC ET AL., 1998]. Hinsichtlich der Proliferation 
und Differenzierung ergaben sich aus den Zelluntersuchungen keine einheitlichen Aussagen. Die 
unter ROEHLEKE ET AL. (2001) veröffentlichten Ergebnisse belegen eine initial höhere Proliferation 
auf den kollagenbelegten Oberflächen im Zeitraum von 24 h. Weiterhin wurden größere Mengen 
an intrazellulärem Osteopontin detektiert mit einem Maximum am Tag 8 der Zellkultur. Das von 
den Zellen exprimierte Osteopontin gilt als Marker für die osteogene Differenzierung und wurde 
mehrfach als Maß für die Biokompatibilität von Oberflächen herangezogen [LOPES ET AL., 1998; 
ZOHAR ET AL., 1998]. Die deutlich größere Osteopontinmenge auf kollagenbeschichteten Oberflä-
chen steht in Übereinstimmung mit der beschriebenen Auswirkung von Kollagen auf die Differen-
zierung von osteoblastären Zellen [CELIc ET AL., 1998]. Das beobachtete Maximum am Tag 8 der 
Zellkultur ist konsistent mit Literaturdaten [LYNCH ET AL., 1995; ZOHAR ET AL., 1998]. In den Unter-
suchungen von BECKER ET AL. (2001) auf identisch beschichteten Oberflächen konnten mittels 
mRNA-Tests, der Quantifizierung von ALP sowie der Calciumablagerungen dagegen keine Un-
terschiede zwischen beschichteten und unbeschichteten Oberflächen ermittelt werden.
Diskussion 119Die Untersuchungen zur Stabilität der Kollagenbeschichtung bei Besiedlung mit Calvariazellen 
verdeutlicht, dass das adsorbierte Kollagen im Verlauf der Zeit von den Zellen abgebaut wird (sie-
he Abschnitt 5.3.3). Im Zeitraum von 4 - 8 Tagen der Zellbesiedlung wurde vor allem eine Vermin-
derung der dreidimensionalen Struktur nachgewiesen, während das Verteilungsmuster des ur-
sprünglich adsorbierten Kollagens noch erkennbar war. Infolge der Sezernierung von Matrixme-
tallproteinasen (MMP 2 - nachgewiesen bei BECKER ET AL. (2001)) kann eine proteolytische Ver-
dauung des adsorbierten Kollagens erwartet werden. Zunächst erfolgt diese offensichtlich an den 
nicht direkt mit der Oberfläche in Wechselwirkung stehenden Bereichen des fibrillären Kollagens. 
Nach 15 Tagen Zellkultur sind dagegen in zentralen Bereichen der Proben keine strukturierten 
Proteine mehr nachweisbar. Über die Natur des abgebildeten leichten Schleiers kann mittels REM 
keine Aussage getroffen werden. In Randbereichen der Proben konnten Bereiche mit adsorbier-
tem Kollagen abgebildet werden, die immer noch die dreidimensionale Struktur mit der typischen 
Querstreifung aufwiesen. Dies spricht dafür, dass die proteolytischen Prozesse lokal an der Ober-
fläche von den adhärierten Zellen ausgehen. Stellenweise waren inselförmige freie Stellen vor-
handen (siehe Abb. 85) die den Eindruck hinterlassen, als ob die Zellen an den von ihnen 
überdeckten Bereichen das Kollagen abbauen. Daneben wurden auch Kollagenstrukturen abge-
bildet, die untypische Anordnungen der Fibrillen für adsorptive Beschichtungen aufwiesen. Vor-
stellbar ist eine Ausrichtung der Kollagenfibrillen durch die Zellen infolge von Zell-Matrix-
Wechselwirkungen, wie dies für dreidimensionale Gele [BRINKMAN et al., 2003; REDDEN & DOOLIN,
2003] bekannt ist. 
Für den Zeitraum bis zu 8 Tagen kann für den Zustand der Beschichtung mit fibrillärem Kollagen 
davon ausgegangen werden, dass die Zellen mit einer kollagenbedeckten Oberfläche in Wech-
selwirkung stehen. Inwieweit dies für in vivo Verhältnisse zutrifft, kann letztlich nur über Tierver-
suche ermittelt werden. Untersuchungen von ABKE (2003) zeigen, dass die Stabilität einer 
Beschichtung mit fibrillärem Kollagen gegenüber proteolytischem Abbau durch Vernetzung mit 
EDC erhöht werden kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Grundbeschichtung mit fibrillärem 
Kollagen in dieser Hinsicht nicht weiter untersucht. In modifizierten Beschichtungen zur Herstel-
lung dreidimensionaler Kollagenmatrizes, die auf der in dieser Arbiet vorgestellten adsorptiven 
Grundbeschichtung beruhen,  konnte jedoch eine Erhöhung der Stabilität des immobilisierten Kol-
lagens sowohl für die Vernetzung mit Glutaraldehyd als auch mit EDC gezeigt werden [WOLF ET 
AL., 2001].
Zusammenfassung 1206. Zusammenfassung
Ziel der Arbeit war die Etablierung eines Verfahrens zur gleichmäßigen stabilen Beschichtung von 
Titanoberflächen mit Kollagen durch adsorptive Immobilisierung. Da sowohl Tropokollagen als 
auch fibrilläres Kollagen prinzipiell zur Beschichtung von Titanoberflächen eingesetzt werden kön-
nen, wurde das Adsorptionsverhalten beider Kollagenformen in bezug auf verschiedene Lösungs-
parameter untersucht und ausgewählte Zustände hinsichtlich ihrer Stabilität und des Kon-
formationszustandes charakterisiert.
Das Adsorptionsverhalten von Tropkollagen an Titanoberflächen zeichnet sich durch weitge-
hende Unabhängigkeit der adsorbierten Menge vom pH-Wert sowie von der Ionenstärke der Lö-
sung aus. Elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der Titanoxidoberfläche und dem  Kolla-
gen spielen somit eine untergeordnete Rolle. Adsorptionsdauer und Kollagenkonzentration be-
stimmen die Menge an adsorbiertem Kollagen. Bei einer Konzentration von 0,5 mg/ml nach 
60 min Adsorptionsdauer wurde ein Plateaubereich maximaler Adsorption erreicht mit einer im-
mobilisierten Menge von ca. 0,9 µg/cm².
Bei Lagerung tropokollagenbeschichteter Oberfächen unter annähernd physiologischen Be-
dingungen erfolgte innerhalb von 48 h eine drastische Verminderung der adsorbierten Menge. 
Das prozentuale Ausmaß der Desorption wurde nur geringfügig von der adsorbierten Ausgangs-
menge beeinflusst. Eine Verlängerung der Adsorptionsdauer bewirkte dahingegen eine Stabilisie-
rung des immobilisierten Kollagens gegenüber Desorption. Eine erhöhte Desorption wurde bei 
erhöhter Temperatur sowie in Anwesenheit von Serumproteinen beobachtet.
Für die adsorptive Beschichtung von Titanoberflächen mit fibrillärem Kollagen wurden zwei 
Methoden vorgeschlagen. Die erste (A) beruht auf der weitestgehenden Entfernung von Tropo-
kollagenmolekülen sowie kleinen Aggregaten, die bei einem Adsorptionsschritt mit den großen fi-
brillären Strukturen konkurrieren würden, durch Zentrifugation einer homogenisierten Suspension 
von separat gewonnenem fibrillärem Kollagen. Mit dieser Methode konnten in Abhängigkeit von 
der Konzentration der fibrillären Suspension bis zu 13 µg/cm² immobilisiert werden. pH-Wert und 
Ionenstärke beeinflussten bei dieser Immobilisierungsvariante ebenfalls nicht die adsorbierte Kol-
lagenmenge. Eine andere Variante zur Erzielung von adsorbiertem fibrillären Kollagen basiert auf 
der in situ Rekonstitution (B) an initial adsorbiertem Tropokollagen. Durch mehrfache Zuführung 
frischer Rekonstitutionslösung konnte eine Erhöhung der immobilisierten Menge in bezug auf eine 
Einschrittrekonstitution erreicht werden. Diese Beschichtungsvariante zeigte deutliche Abhängig-
keit von Parametern der Fibrillogenese (u.a. pH-Wert, Ionenstärke, Temperatur, Konzentration). 
Die maximal immobilisierte Menge lag bei ca. 4 µg/cm². Im Vergleich zur ersten Variante wurden 
somit deutlich niedrigere Kollagenmengen immobilisiert, der Vorteil dieser Methode lag jedoch in 
der besseren Homogenität der Beschichtung.
Zusammenfassung 121Aufgrund des geringeren Zeit- und Materialaufwandes von Variante A wurde diese als Standard-
variante zur Beschichtung mit fibrillärem Kollagen ausgewählt.
Bei der Lagerung der mit fibrillärem Kollagen beschichteten Oberflächen unter annähernd 
physiologischen Verhältnissen konnte eine hervorragende Stabilität verzeichnet werden. Im 
untersuchten Zeitraum bis zu 14 Tagen erfolgte keine Desorption der initial adsorbierten Menge. 
Das Verteilungsbild und die typische Querstreifung der Kollagenfibrillen blieben ebenfalls erhal-
ten.
Infolge der Adsorption an die Titanoberflächen wurden sowohl beim Tropokollagen als auch bei 
fibrillärem Kollagen mittels IR-Spektroskopie Veränderungen im Grundgerüst der Kollagen-
struktur detektiert, die auf Verminderungen von internen Wasserstoffbrückenbindungen zwi-
schen benachbarten Helizes der Tripelhelix zurückgeführt werden können. Anhand von AFM-
Abbildungen ist jedoch erkennbar, dass die Grundstruktur der gestaffelten Anordnung der Mono-
mere bei fibrillärem Kollagen im adsorbierten Zustand  erhalten bleibt. 
In zellbiologischen Untersuchungen wurde dokumentiert, dass sowohl adsorbiertes Tropokol-
lagen als auch eine Beschichtung mit fibrillärem Kollagen eine veränderte Adhärenz von primären 
Knochenzellen (Rattencalvariazellen) gegenüber unbeschichteten Oberflächen bewirken. Es er-
folgt eine beschleunigte Adhärenz mit deutlich schnellerer Ausbreitung der Zellen auf den kolla-
genbeschichteten Oberflächen. Ohne weitere Stabilisierung der Beschichtung z.B. durch 
Vernetzung mit EDC, werden die adsorbierten Schichten von den Knochenzellen abgebaut. Nach 
8 Tagen Zellkulturdauer waren Fragmente der Fibrillen in unmittelbarer Nähe zur Oberfläche 
nachweisbar, während nach 15 Tagen Zellkulturdauer kein von der Beschichtung stammendes 
Kollagen mehr nachgewiesen werden konnte. 
Beide Beschichtungszustände (Tropokollagen und fibrilläres Kollagen) stellen sich prinzipiell als 
geeignete Basismodifizierung von Titanimplantatoberflächen mit einem Protein der extrazel-
lulären Matrix heraus. Der Einsatz von fibrillärem Kollagen ist aufgrund der höheren immobilisier-
ten Menge, der geringeren Strukturänderungen infolge der Adsorption sowie der besseren 
Stabilität bei Lagerung unter physiologischen Bedingungen als die vorteilhaftere Variante zu be-
werten. Durch Einbeziehung von anderen ECM-Komponenten in die Fibrillogenese sind weitere 
spezifische Modifizierungen vorstellbar.
Hinsichtlich der eingesetzten Methoden kann festgestellt werde, dass der ELISA als einfache in 
jedem Labor etablierbare Methode eine ausreichende semiquantitative Abschätzung von adsor-
biertem Protein ermöglicht. Hingegen steht bei Desorptionsstudien die detektierte Menge in kei-
nem proportionalen Verhältnis zum Zustand nach Desorption. Mittels ELISA können jedoch 
Zusatzinformationen über Veränderungen der Proteinmoleküle unter diversen Lagerungsbedin-
Zusammenfassung 122gungen gewonnen werden. So wurde bei Lagerung von adsorbiertem Tropokollagen in PBS bei 
37 °C eine drastische Verminderung der Erkennbarkeit der Kollagenepitope verzeichnet, die bei 
Anwesenheit von Serumproteinen im Desorptionsmedium nicht auftrat. Bei Lagerung von adsor-
biertem fibrillärem Kollagen trat in keinem der eingesetzten Desorptionsmedien eine Veränderung 
der erkennbaren Epitope auf.
Abkürzungsverzeichnis 1237. Abkürzungsverzeichnis 
A Aktivität (des radioaktiven Zerfalles)
Å Ångström
AFM Atomkraftmikroskop (Atomic Force Microscope)
ALP Alkalische Phosphatase
ATR abgeschwächte Totalreflexion (Attenuated Total Reflection)
BSA Rinderserumalbumin (Bovine Serum Albumine) 
c.p. commercially pure
cpm counts per minute
CD zirkularer Dichroismus (circular dichroism)
CVD chemical vapour desposition
d dispers
D Periode (des Kollagens)
(k)Da Dalton
DMEM Dulbeccos Minimal Essential Medium
DSC Differential Scanning Calorimetry
E Extinktion
EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid
ELISA enzyme linked immunosorbent assay
EZM extrazelluläre Matrix
FK fibrilläres Kollagen
FKS fötales Kälberserum
FTIR fouriertransformierte Infrarot- (Spektroskopie)
GCSG-Modell Modell nach Gouy, Chapman, Stern und Grahame
GRDGSP Peptidsequenz: Glycin-Arginin-Asparaginsäure-Glycin-Serin-Prolin
Hepes N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N´-2-ethansulfonsäure  
HPLC High Performance Liquid Chromatography
HAc Essigsäure
Is Strömungsstrom
IEF Isoelektrische Fokussierung
IEP Isoelektrischer Punkt
IR Infrarot-(Spektroskopie)
l flüssig (liquid)
LSM Laser Scanning Microscope
M molare Masse
MALDI MS Matrix-Assisted Laser Desorption Ionisation Mass Spectroscopy
MMP Matrixmetalloproteinase
Mops 3-(N-Morpholin)propansulfonsäure
mRNA messenger-Ribonukleinsäure 
Nd Defektdichte
NA Avogadro-Zahl
p polar
p.a. pro analysis
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PBS phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline)
PMMA Polymethylmethacrylat
p-NPP p-Nitrophenylphosphat
PVD physical vapour desposition
Abkürzungsverzeichnis 124PP Phosphatpuffer
PS Polystyren
PZC Point of zero charge
REM Rasterelektronenmikroskopie
RGD Peptidsequenz: Arginin-Glycin-Asparaginsäure
s fest (solid)
SCE Standardcalomelelektrode
SDS sodium dodecyl sulfate 
TCPS Tissue Culture Polystyrene
Temed N,N, N`, N`-Tetramethylethylendiamin
Tes N-[Tris(hydroxymethyl)methyl-2-amino]-ethansulfonsäure
TK Tropokollagen
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Us Strömungspotential
UFB Flachbandpotential
v/v Volumen/Volumen
w/v Gewicht/Volumen
w/w Gewicht/Gewicht
WBB Wasserstoffbrückenbindungen
XPS X-ray Photoelectron Spectroscopy
Φ Potenzial
γ Oberflächenenergie
κ Debey-Hückel-Parameter
θ Kontaktwinkel
ζ Zetapotenzial 
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Anhang 1349. Anhang
9.1. Angaben zur statistischen Betrachtung
Die im Ergebnisteil aufgeführten Untersuchungen wurden mit Ausnahme der Messungen mit ra-
dioaktiv markiertem Kollagen generell mindestens zweimal durchgeführt. Aus den verschiedenen 
Messwerten wurden gemeinsame Mittelwerte berechnet. In den Abbildungen wurden jeweils die 
Mittelwerte und als Fehlerbalken die Standardabweichungen dargestellt. Für Signifikanzuntersu-
chungen wurde der t-Test mit Berücksichtigung von verschiedenen Varianzen herangezogen. Die 
jeweiligen Signifikanzniveaus sind im Text bzw. in den Abbildungen angegeben. Für die Desorp-
tion von Tropokollagen mittels ELISA wurden keine einzelnen Werte miteinander verglichen, son-
dern eine Varianzanalyse des Kurvenverlaufs durchgeführt.
Bei den Mesuungen mit radioaktiv markiertem Kollagen konnten aufgrund der zur Verfügung ste-
henden Messzeit, nur die Untersuchungen zum Adsorptionsverhalten wiederholt werden. Die ge-
nerellen Trends im Desorptionsverhalten wurden in einer kleineren Versuchsreihe bestätigt.
Anhang 1359.2. Aminosäuresequenz von Kollagen
α1-Kette: 
 
Internetrecherche Proteinstruktur: P02453_1, P02453_2 (Pubmed)                
 
Quelle: Rind 
 
Markierung: ..  Telopeptide 
 
    g Glycin im tripelhelicalen Bereich 
   
  d,e Glutaminsäure, Asparaginsäure 
 
  k,r  Lysin/Hydroxylysin, Arginin 
 
1 qlsygydeks tggisvpg 
 
19 mgpsgprglp gppgapgpqg fqgppgepge pgasgpmgpr gppgppgkng ddgeagkpgr 
  
79 pgergppgpq garglpgtag lpgmkghrgf sgldgakgda gpagpkgepg spgengapgq 
139  mgprglpger grpgapgpag argndgatga agppgptgpa gppgfpgavg akgeagpqgp  
199 rgsegpqgvr gepgppgpag aagpagnpga dgqpgakgan gapgiagapg fpgargpsgp     
259  qgpggppgpk gnsgepgapg skgdtgakge pgpvgvqgpp gpageegkrg argepgptgl   
319 pgppgerggp gsrgfpgadg vagpkgpage rgspgpagpk gspgeagrpg eaglpgakgl  
379  tgspgspgpd gktgppgpag qdgrpgppgp pgargqagvm gfpgpkgaag epgkagergv 
439  pgppgavgpa gkdgeagaqg ppgpagpage rgeqgpagsp gfqglpgpag ppgeagkpge  
499  qgvpgdlgap gpsgargerg fpgergvqgp pgpagprgan gapgndgakg dagapgapgs  
559 qgapglqgmp gergaaglpg pkgdrgdagp kgadgspgkd gvrgltgpig ppgpagapgd 
619 kgesgpsgpa gptgargapg drgepgppgp agfagppgad gqpgakgepg dagakgdagp 
679  pgpagpagpp gpignvgapg akgargsagp pgatgfpgaa grvgppgpsg nagppgppgp 
739  agkeggkgpr getgpagrpg evgppgppgp agekgspgad gpagapgtpg pqgiagqrgv 
799  vglpgqrger gfpglpgpsg epgkqgpsga sgergppgpm gppglagppg esgregapga 
859  egspgrdgsp gakgdrgetg pagppgapga pgapgpvgpa gksgdrgetg pagpagpvgp 
919  agargpagpq gprgdkgetg eqgdrgikgh rgfsglqgpp gppgspgeqg psgasgpagp 
979  rgppgsagap gkdglnglpg pigppgprgr tgdagpvgpp gppgppgppg pp 
1031  sagfdfsflpq ppqekahdgg ryyra 
Anhang 136α2-Kette: 
 
Internetrecherche Proteinstruktur: P02465  (Pubmed)                  
 
Quelle: Rind 
 
Markierung: ..  Telopeptide 
 
    g Glycin im tripelhelicalen Bereich 
   
  d,e Glutaminsäure, Asparaginsäure 
 
  k,r  Lysin/Hydroxylysin, Arginin 
 
1 qfdakgggpgp  
 
11 mglmgprgpp gasgapgpqg fqgppgepge pgqtgpagar gppgppgkag edghpgkpgr 
 
71  pgergvvgpq gargfpgtpg lpgfkgirgh ngldglkgqp gapgvkgepg apgengtpgq 
 
131 tgarglpger grvgapgpag argsdgsvgp vgpagpigsa gppgfpgapg pkgelgpvgn 
 
191 pgpagpagpr gevglpglsg pvgppgnpga nglpgakgaa glpgvagapg lpgprgipgp  
 
251 vgaagatgar glvgepgpag skgesgnkge pgavgqpgpp gpsgeegkrg stgeigpagp  
 
311 pgppglrgnp gsrglpgadg ragvmgpags rgatgpagvr gpngdsgrpg epglmgprgf  
 
371 pgspgnigpa gkegpvglpg idgrpgpigp agargepgni gfpgpkgpsg dpgkagekgh  
 
431 aglagargap gpdgnngaqg ppglqgvqgg kgeqgpagpp gfqglpgpag tageagkpge  
 
491 rgipgefglp gpagargerg ppgesgaagp tgpigsrgps gppgpdgnkg epgvvgapgt  
 
551 agpsgpsglp gergaagipg gkgekgetgl rgdigspgrd gargapgaig apgpagangd  
 
611 rgeagpagpa gpagprgspg ergevgpagp ngfagpagaa gqpgakgerg tkgpkgengp 
 
671 vgptgpvgaa gpsgpngppg pagsrgdggp pgatgfpgaa grtgppgpsg isgppgppgp 
 
731 agkeglrgpr gdqgpvgrsg etgasgppgf vgekgpsgep gtagppgtpg pqgllgapgf  
 
791 lglpgsrger glpgvagsvg epgplgiagp pgargppgnv gnpgvngapg eagrdgnpgn  
 
851 dgppgrdgqp ghkgergypg nagpvgaaga pgpqgpvgpv gkhgnrgepg pagavgpaga 
 
911 vgprgpsgpq girgdkgepg dkgprglpgl kghnglqglp glaghhgdqg vpgavgpagp  
 
971 rgpagpsgpa gkdgrigqpg avgpagirgs qgsqgpagpp gppgppgppg psg 
 
1024 ggyefgfdgdfyrad 
Anhang 1379.3. pH-Werte und Ionenstärken der eingesetzten  
Pufferlösungen
Tabelle 8: eingestellter pH-Wert nach Mischen mit 0,01 M Essigsäure
Ausgangs-pH-Wert des
Puffers 
pH nach Mischen 1:1 (v/v) mit
0,01M HAc
3,0 3,0
3,5 3,5
4,5 4,0
5,0 4,2
5,8 5,2
6,0 5,8
6,5 6,45
7,0 6,95
7,5 7,45
8,0 7,65
Anhand eines iterativ arbeitenden Programmes wurde die Ionenstärke in definierten Phosphatpuf-
fersystemen berechnet (siehe Tabelle 9). Dabei wurde der Ionenstärkeeinfluss auf die Gleichge-
wichtskonstanten über die Aktivitätskoeffizieten berücksichtigt.
Tabelle 9: Ionenstärken einzelner Puffergemische
pH-
Wert
Konzentration
nach Mischen
[mol/l]
Verhältnis der
Dissoziationsstufen
Ionenstärke
[mol/l]
3,5 0,065 H3PO4/H2PO4-
3,5/ 96,5
0,065
4,0 0,065 H3PO4/H2PO4-
0/ 1
0,067
4,5 0,065 H2PO4-/ HPO42-
99,5/ 0,5
0,068
5,0 0,065 H2PO4-/ HPO42-
98,5/ 1,5
0,069
5,5 0,065 H2PO4-/ HPO42-
95/ 5
0,073
6,0 0,065 H2PO4-/ HPO42-
85/ 15
0,086
6,5 0,065 H2PO4-/ HPO42-
63/ 37
0,111
7,0 0,065 H2PO4-/ HPO42-
34/ 66
0,141
7,5 0,065 H2PO4-/ HPO42-
13/ 87
0,160
8,0 0,065 H2PO4-/ HPO42-
4,5/ 95,5
0,167
Anhang 1389.4. Densitometrische Auswertung der  
SDS-Gelelektrophorese
Charge:   S12236-332  
 
Auftragsmenge: 1µg 
 
 
Bande Position Fläche  Fläche [ %] MG (kd) 
1  1  700,35  0,83  241,881 
2  7  684,00  0,82  233,383 
3  20  8066,67 9,62  215,995 
4  25  19935,45 23,77  209,662 
5  30  3675,84 4,38  203,518 
6  37  1325,56 1,58  195,223 
7  48  232,19  0,28  182,876 
8  54  1217,48 1,45  176,480 
9  103  26874,52 32,04  132,083 
10 121  10446,43 12,45  118,805 
11 220  4999,91 5,96  66,787 
 Abb. 77:  softwaregestützte densitometrische Auswertung der SDS-Gelelektrophorese mittels Phoretix
Anhang 139Charge:   395272/1 
 
Auftragsmenge: 1µg 
 
 
 
Bande Position Fläche  Fläche [ %] MG (kd) 
1 5  31.737,06 11,00  239,014 
2 22  12.594,70 4,36  215,995 
3 27  25.154,35 8,72  209,662 
4 31  22.621,91 7,84  204,732 
5 39  24.230,16 8,40  195,223 
6 52  6.356,86 2,20  180,718 
7 58  10.384,30 3,60  174,399 
8 66  4.473,31 1,55  166,321 
9 74  4.488,69 1,56  158,625 
10 79  3.057,66 1,06  154,001 
11 83  2.417,22 0,84  150,401 
12 88  4.169,65 1,44  146,021 
13 94  2.890,65 1,00  140,937 
14 108  54.026,84 18,72  129,768 
15 125  38.622,34 13,38  117,417 
16 140  8.715,95 3,02  107,525 
17 149  6.202,31 2,15  102,006 
18 159  3.119,11 1,08  96,216 
19 175  2.309,03 0,80  87,649 
20 224  9.785,04 3,39  66,024 
 Abb. 78:  softwaregestützte densitometrische Auswertung der SDS-Gelelektrophorese mittels Phoretix
Anhang 140Charge:   431767/1 
 
Auftragsmenge: 1µg 
 
 
 
Bande Position Fläche  Fläche [ %] MG (kd) 
1 7  8.897,72 6,45  243,328 
2 11  11.636,39 8,43  237,594 
3 27  15.786,86 11,44  215,995 
4 32  28.486,18 20,64  209,662 
5 44  1.808,49 1,31  195,223 
6 50  1.894,07 1,37  188,387 
7 63  1.318,75 0,96  174,399 
8 93  921,47  0,67  146,021 
9 109  33.524,87 24,29  132,864 
10 128  17.428,80 12,63  118,805 
11 133  759,77  0,55  115,366 
12 142  1.154,63 0,84  109,432 
13 150  4.055,88 2,94  104,422 
14 225  5.794,38 4,20  67,559 
15 238  880,38  0,64  62,703 
 Abb. 79:  softwaregestützte densitometrische Auswertung der SDS-Gelelektrophorese mittels Phoretix
Anhang 1419.5. Desorption von iodmarkiertem Kollagen
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Anhang 1459.6. IR Spektroskopie
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 Abb. 84: FTIR-Spektrum von adsorbiertem Tropkollagen (rot), adsorbiertem fibrillärem Kollagen 
(grau) im Vergleich zu fibrillärem Kollagen (luftgetrockneter Film - grün)
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 Abb. 85: FTIR-Spektrum von feuchtem fibrillärem Kollagen (in D2O, blau: dünner Flüssigkeitsfilm un-
mittelbar nach Auftropfen, türkis: Randbereich des Tropfens wenige Sekunden nach Ver-
dunsten der Flüssigkeit) im Vergleich zu trockenem fibrillärem Kollagen (luftgetrockneter 
Film - grün)
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 Abb. 86: FTIR-Spektrum von feuchtem fibrillärem Kollagen (in D2O, blau: dünner Flüssigkeitsfilm un-
mittelbar nach Auftropfen, türkis: Randbereich des Tropfens wenige Sekunden nach Ver-
dunsten der Flüssigkeit) im Vergleich zu feuchtem Tropokollagen (braun, in D2O)
9.7. Desorptionsverhalten der tropokollagenbeschichteten 
Proben
In Abb. 87 ist das Desorptionsverhalten der für die zellbiologischen Untersuchungen eingesetzten 
Tropokollagenbeschichtung unter analogen Lagerungsbedingungen zu Abschnitt 3.11.1. darge-
stellt.
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 Abb. 87: Desorptionsverhalten von adsorbiertem Tropokollagen an TiAl6V4 (15 min Adsorption in 
0,5 mg/ml Kollagen, 0,067M Phosphatpuffer pH 7,4 bei 4 °C)
Anhang 147Aufgrund der zeitlich begrenzten Verfügbarkeit des Arbeitsplatzes im Isotopenlabor der Klinik für 
Nuklearmedizin wurden für die Desorptionsuntersuchungen nur die zwei Tropokollagenzustände 
untersucht, die unterhalb des Sättigungsbereiches der Tropokollagenadsorption lagen. Da die 
ELISA-Messungen nach der Lagerung für die Zustände nach Adsorption aus 0,1 mg/ml und 
0,5 mg/ml Kollagen vergleichbar sind, kann davon ausgegangen werden, dass auch die tatsäch-
lich vorhandenen Kollagenmengen in vergleichbarer Größenordnung vorliegen (siehe Abschnitt 
4.4.2.).
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